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POPIS KRATICA

CaM Kl kalmodulin kinaza I1

CaM kalmodulin

CAMP ciklicki adenozin monofosfat

cGKIlI ciklicki GMP kinaza Il

cGMP ciklicki gvanozin monofosfat

CKIl kazein kinaza Il

dNTP deoksiribonukleotid-3-fosfat

DPPIV protein peptidaza IV

FGF fibroblastni ¢imbenik rasta

HA biljeg peptid deriviran iz glikoproteina humanog virusa influence (eng. Human influenza

hemagglutinin) sastavljen od 9 aminokiselina

HA-NHE3 protein NHE3 koji sadrzi tri HA epitopa kao biljeg za imunolosku detekciju
HA-NHE3 sekvenca gena NHE3 koji sadrzi sekvencu koja kodira tri HA epitopa kao biljeg
IFN-y interferon y

IRBIT receptor vezujuéi protein inozitol 1,4,5-trifosfat (od eng. inositol 1,4,5-

trisphosphate receptor-binding protein)

LB Luria-Bertani medij

LP lipofektamin

NHE3 izmjenjivac natrija i vodika izooblik 3 (od eng. sodium proton exchanger type 3)
NHE3 gen za Na*/H* proteinski izmjenjiva¢ izooblika 3

NHERF1 regulator Na*/H* proteinskog izmjenjivac¢a 1 ( od eng. sodium proton exchanger

type 3 regulator 1)

PCR lancana reakcija polimerazom (0d eng. Polimerase Chain Reaction)



PDZ

PepT1
PKA
PKC
PP2A
SGK1
SOC
TAE
TE
TNF-a

Umetak

strukturna proteinska domena, dobila ime po proteinima gdje je prvi puta otkrivena:
protein post-sinapticke gustoce (od eng. Post synaptic density protein, PSD95) +
veliki tumorski supresor Drosophila (od eng. Drosophila disc tumor suppressor,
Dlgl) + protein zonula occludens-1 (od eng. Zonula occludens-1 protein, zo-1)

di/tripeptidi

protein kinaza A

protein kinaza C

protein fosfataza 2

glukokortikoid inducibilna kinaza 1

super optimalni medij (SOB, super optimal broth) s glukozom
pufer: 40 mM Tris, 20 mM natrij acetat, 2 mM EDTA

pufer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA

tumorski faktor nekroze o (eng. tumor necrosis factor o)

fragment s delecijom nastao djelovanjem enzima PmaCl na mutirani fragment AD
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1.UVOD



Do danas je u stanicama sisavaca otkriveno devet razli¢itih izooblika Na*/H* izmjenjivaca (NHE1-
9). Na'/H* izmjenjivaci (NHEs) integralni su membranski proteini koji posreduju elektroneutralnu
izmjenu unutarstani¢nog H* za izvanstani¢ni Na* (Grinstein i sur. 1989; Murer i sur. 1976.), a vazni su
za brojne fizioloske procese u Sirokom rasponu od nadzora nad unutarstani¢cnim pH i stani¢nim
volumenom (Krapf i Alpern 1993.) do nadzora nad sistemskim elektrolitima, acido-baznom i volumnom

homeostazom (Donowitz i sur. 1996.)

Za NHE3 posredovanu izmjenu Na*/H* u tankom crijevu je poznato da je uklju¢ena u neutralan
apsorpcijski proces NaCl. Iz toga se moze zakljuciti da je NHE3 vazan kod bolesti sa simptomima
proljeva budu¢i da je neutralna apsorpcija NaCl vazan dio apsorpcije Na* u probavnom traktu ukljucena

u probavu i u patologiju bolesti s proljevima.

1.1. Protein NHE3 u tkivima

lako su Na/H* izmjenjivaci sli¢ni po strukturi i funkciji, ipak svaki izmjenjiva¢ ima svoje

jedinstvene znacajke s obzirom na smjestaj i regulaciju.

Obitelj od devet Na*/H* proteinskih izmjenjivaca dijeli se na dvije podgrupe: one Cije se
primarne funkcije odvijaju na stani¢noj membrani (protein NHE 1, 2, 3, 4 1 5) i druge koje su primarno
prisutne na unutarstani¢nim organelama (proteini NHE 6, 7 i 9). Unutar prve podgrupe, NHE3 i NHE5
su izooblici koji konstantno recirkuliraju izmedu stani¢ne membrane i unutarstani¢nog prostora, dok su
NHE1, NHE2 i NHE4 stati¢ni na stani¢noj membrani. Za razliku od izooblika koje se nalaze na
membrani, NHE6, NHE7 i NHE9 su smjesteni u membranama unutarstani¢nih organela kao $to su

Golgijev aparat i endosomi (D'Souza i sur. 1998.).

Dokazano je da se protein NHE1 nalazi u gotovo svim stanicama sisavaca, $to se ne moze reci
za izooblike NHE2, NHE3 i NHE4. Ova tri izooblika se uglavnom nalaze u epitelnim stanicama Zeluca,
crijeva i bubrega. Protein NHE2 se nalazi u Zelucu, maternici, bubrezima, crijevima, nadbubreznim
1992.). Protein NHE4 se pak nalazi u Zelucu, potom u crijevima, maternici i u jednakim koli¢inama u

mozgu, bubrezima i skeletnim miSi¢ima (Orlowski i sur. 1992.).

NHES je epitelni izooblik koji je najve¢im dijelom smjesten na apikalnoj membrani razlicitih
Na* apsorpcijskih epitelnih stanica u tankom (ileum i jejunum) i debelom crijevu (Bookstein i sur. 1994;
Biemesderfer i sur. 1992.), proksimalnim kanali¢ima bubrega i debelom uzlaznom kraku Henleove
petlje, ali isto tako nalazimo ga u epididimusu, nekim ziv€anim stanicama produzene mozdine i nekim

stanicama kanalica zlijezda slinovnica. Na apikalnoj membrani proksimalnog kanalica bubrega NHE3



sudjeluje u procesu apsorpcije iona Na* (Yip i sur. 1998.). Zbog smjestaja u apikalnoj membrani Na*
apsorpcijskih epitelnih stanica crijeva pretpostavlja se da je primarna uloga proteina NHE3 apsorpcija
iona Na* iz lumena crijeva (Bookstein i sur. 1994.). NHE3 se nalazi samo u tkivima u kojima se odvija

transportni proces (Syed i sur. 1994.) (Slika 1).

Slika 1. Distribucija proteina NHE3 u stanicama proksimalnih kanali¢a bubrega. Na slici je
prikazan poprecni presjek proksimalnog kanalica bubrega. Distribucija proteina NHE3 je odredena
inkubacijom antitijelima i potom vizualizirano. Rezultati su pokazali najvecu distribuciju proteina
NHE3 na apikalnoj membrani stanica proksimalnih kanali¢a okrenutih u smjeru lumena (na slici se vidi

kao svijetlo-sivo obojenje) (Preuzeto od: Honegger i sur. 2005.)

1.2.Fiziolo$ka uloga proteina NHE3

Kroz probavni sustav, svaki dan, produ velike koli¢ine vode i iona Na*. Vecina se izbacuje
putem probavnih procesa dok se manji dio apsorbira. Na taj nacin, probavni sustav odrzava stabilnu
homeostazu vode i iona Na* (Zachos i sur. 2005.). Uz probavni sustav, u odrzavanju homeostaze vode,
ulogu ima i bubrezni sustav. Oba sustava posjeduju razli¢ite mehanizme regulacije u koje su ve¢im
dijelom ukljuceni razli¢iti transportni proteini. Kao $to je ve¢ prije spomenuto, jedan od njih je protein

NHE3.

NHES3 treba omoguditi apsorpciju velikih koli¢ina iona Na* putem neutralne NaCl apsorpcije i

time odrzati pravilnu homeostazu unutar organizma (Slika 2).
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Slika 2. Prikaz funkcije proteina NHE3 tijekom probavnog procesa unutar crijeva kao i prikaz
procesa neutralne apsorpcije. Protein NHE3 je stimuliran na samom pocetku probave kako bi doslo
do povecanja volumena crijeva vodom i time efikasnijeg Sirenja probavnih enzima (Krishnan i sur.,
2003.). Nakon toga dolazi do inhibicije NHE3, da bi se ponovno stimulirao tek u kasnijoj fazi probave
radi odrzavanja volumena. Takoder, ravnomjernom izmjenom iona Na™ i H* protein NHE3 stvara kiselu
mikroklimu unutar lumena crijeva i time omogucuje apsorpciju hranjivih tvari preko drugih proteinskih
transportera (Donowitz i sur., 1987.). Isto tako, procesom neutralne apsorpcije, koji se odvija u
razdobljima izmedu obroka, protein NHE3, u suradnji s CI'/THCO3 transporterom apsorbira ion Na* u
zamjenu za ion CI” (Knickelbeini sur., 1983.). (Preuzeto od: Donowitz i sur. 2009.)

Proces neutralne apsorpcije se odvija unutar probavnog sustava u razdobljima izmedu obroka
pri ¢emu je, dakle, NHE3 inhibiran tijekom i poslije jela, a podrazuje se u kasnijem procesu probave
(Zachos i sur. 2005.). Neutralna apsorpcija je isto tako povezana i uz kretanje iona Cl- preko CI/HCOs
proteinskog izmjenjivaca, iako je pokazano da NHE3 moze funkcionirati i odvojeno od njega (Walker i

sur. 2008.).

Jedna od vaznih znacajki NHE3 je njegova djelomicna aktivnost pod bazalnim uvjetima. Kao
dio normalne fiziologije probave, NHE3 je stimuliran na samom pocetku probave i to omogucuje
povecanje vode u lumenu crijeva §to potom sluzi za Sirenje probavnih enzima i probavu ¢ini efikasnijom.
U kasnijoj fazi probave, NHE3 je aktivan kako bi odrZzavao homeostazu volumena (Bobulescu i Moe

2006.).

Unutar bubrega, osim sudjelovanja u procesu NaCl apsorpcije, protein NHE3 ima ulogu u

apsorpciji iona HCO3 kao i sekreciji iona NH.".



NHE3 je vazan i u apsorpciji razlicitih probavnih tvari $to se ostvaruje izbacivanjem iona H* u
lumen crijeva i stvaranjem kisele mikroklime. Zahvaljuju¢i povisenom pH gradijentu, aktiviraju se
mnogi transporteri koji potom apsorbiraju hranjive tvari. Najpoznatije hranjive tvari uklju¢uju dipeptide
i aminokiseline koje se prenose preko PepT1 (di/tripeptidi) transportera i nekoliko L-aminokiselinskih
transportera (Gekle i sur. 1999; Gekle i sur. 2001.).

Uloga NHE3 u apsorpciji vode ispitivana je istrazivanjima na misevima koji ne eksprimiraju
NHE3. Pokazalo se da feces miSeva sadrzi povecane kolicine vode te imaju kraci Zivotni vijek,
poremeéenu pH homeostazu (acidoza), smanjeni krvni tlak i smanjenu koli¢inu masnog tkiva

(Schultheis i sur. 1998; Noonan i sur. 2005.).

1.3. Proteini NHE

Primarna i pretpostavljena sekundarna struktura svih izoformi je sli¢na. Protein NHE se sastoji
od dvije strukturne domene: transmembranske koja se sastoji od priblizno 500 aminokiselina i

citoplazmatske koja sadrzi priblizno 300 aminokiselina (Donowitz i sur. 1996.) (Slika 3).
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Slika 3. Struktura proteina NHE3. NHE3 posjeduje transmembransku domenu i unutarstanicnu

domenu. Transmembranska domena je gradena od 12 poddomena koji se protezu od jedne na drugu
stranu membrane. Unutarstanicna domena je podijelijena u dvije poddomene, inhibicijsku i

stimulacijsku, i sudjeluje u regulaciji aktivnosti NHE3.



Proteini NHE, kojima je nakon kloniranja i sekvenciranja odreden slijed aminokiselina, (NHE1,
NHE2 i NHE3) uvelike se razlikuju prema svojim transmembranskim i citoplazmatskim domenama.
Citoplazmatska domena ima regulatornu ulogu radi sposobnosti vezanja mnogih agonista i antagonista
koji utjecu na aktivnost proteina NHE dok transmembranska domena ima ulogu u prijenosu iona (Tse i
sur. 1992.).

Protein NHE1 ima vezna mjesta za enzim protein kinazu C kao i za enzim kalmodulin kinazu
I1, ali ne i za protein kinazu A, dok NHE3 sadrzi vezna mjesta za sva tri enzima. Zbog takve razlike

unutar citoplazmatske domene svaki NHE ima specificna mjesta regulacije (Tse i sur. 1992.).

NHETI i NHE3 se razlikuju po sekvenci u citoplazmatskoj domeni te prema znac¢ajkama unutar
transmembranske domene. Na primjer, protein NHE1 sadrzi petlju unutar transmembranske domene
koja je ve¢a od one koju ima protein NHE3. Sli¢ne razlike u strukturi transmembranske domene nisu
samo nadene medu razli¢itim izooblicima proteina NHE, nego i unutar istog izooblika kod razli¢itih
vrsta sisavaca (Tse i sur. 1993.). 1z toga se moze pretpostaviti da je struktura sekvence transmembranske

domene odredena prema specifi¢nim tkivima u koima se NHE eksprimira.

1.4. Funkcionalne domene proteina NHE

1.4.1. Transportna domena

Transportna domena, duzine od priblizno 500 aminokiselina, ve¢inom je homologna medu
izooblicima NHE i odgovorna za izmjenu izvanstani¢nog iona Na* za unutarstani¢ni ion H*
(Wakabayashi i sur. 2000.). Sastoji se od 12 pretpostavljenih poddomena od kojih 11, funkcionalnih,
prolazi kroz membranu stanice dok se jedna poddomena nalazi u izvanstani¢nom prostoru i funkcionira
kao signalni peptid (Zizak i sur. 2000.). Transmembranske poddomene 4 i 9 sadrze sekvencu odgovornu
za osjetljivost na diuretik amilorid, a sukladno tome, istrazivanjem je pokazano da se izmedu
transmembranskih poddomena 9 i 10 nalazi P-petlja koja sudjeluje u izmjeni iona kao i u odredivanju

specifiénosti transporta (Zizak i sur. 2000.).

Kompletna struktura transportne domene jos nije do kraja otkrivena, medutim na osnovi
dosadasnjih studija smatra se da transportnu domenu gradi 12 transmembranskih poddomena od kojih
prvu najvjerojatnije ¢ini signalni peptid, te da posjeduje dvije petlje koje uranjaju u membranu stanice

(Donowitz i sur. 2009.).



1.4.2. Regulatorna domena

Citoplazmatska, regulatorna domena proteina NHE3 sastoji se od 378 aminokiselina i
pretpostavlja se da ima spiralnu strukturu u dijelovima koji su blizi transmembranskoj domeni (Chou i

Fasman 1974.)

Sa svojim stimulacijskim 1 inhibicijskim veznim mjestima, glavna zadaca citoplazmatske
domene je regulacija aktivnosti proteina NHE3. Unutar ove regije nalaze se vezna mjesta za razlicite
proteine, enzime ili faktore rasta koji sudjeluju u regulaciji ktivnosti proteina NHE3 (Donowitz i sur.
2001.). Primjer su enzim kalmodulin kinaza Il (CaM kinaza Il), protein megalin, enzim protein
peptidaza IV (DPP IV), protein ezrin, receptor vezujuéi protein inozitol 1,4,5-trifosfat (inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor-binding protein, IRBIT) i mnogi drugi (Yun i sur. 1997.) (Slika 4).
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Slika 4. Shematski prikaz citoplazmatske domene proteina NHE3. Shematski prikaz
citoplazmatske domene s proteinima koji se vezu za citoplazmatski dio proteina NHE3. Naznacene su
aminokiseline na koje se vezu proteini regulatori. Protein NHE3 je direktno i indirektno, preko

proteina ezrina, vezan za citoskelet stanice (Preuzeto od: Donowitz i sur. 2009.).

Razli¢itim mutacijama regulatorne domene identificirane su specifi¢ne regije potrebne za
pravilnu aktivnost i regulaciju proteina NHE3. Nedavna istrazivanja pokazuju da pored pojedinih
regulatornih proteina, u regulaciji NHE3 sudjeluju i regulatorni proteini organizirani u velike komplekse
unutar kojih ti proteini medusobno reagiraju kako bi u konacnici aktivirali ili inhibirali protein NHE3
(Thomson i sur. 2005.). Pokazatelj takvog djelovanja je malo podru¢je unutar regulatorne domene,
izmedu aminokiselina Leu586 i Arg605, za koje se vezu proteini koji aktiviraju i/ili inhibiraju protein

NHE3. Interakcije ovih proteina je dinami¢na, ¢esto se mijenja promjenom signala $to utje¢e na samu



aktivnost proteina NHE3 (Donowitz i Li 2007.). Stoga se pretpostavlja da je upravo ova domena glavna

u regulaciji samoga proteina NHE3.

1.4.3. Vezno mjesto amilorida

Amilorid je diuretik koji je zajedno sa svojim analozima inhibira proteine NHES. Mehanizam
njegova djelovanja je kompetitivno djelovanje u kojem se amilorid natjeCe s ionom Na* za njegovo
vezno mjesto smjeSteno unutar transmembranske domene proteina NHE. Uklanjanjem 300
aminokiselina iz citoplazmatske domene dokazana je gotovo jednaka osjetljivost mutanta na amilorid
kao u divljeg tipa izmjenjivaca. Razli¢iti Klonirani izooblici proteina NHE imaju razli¢it stupanj
osjetljivosti na amilorid. NHEL je osjetljiv na diuretik amilorid i njegove analoge, protein NHE3 je
otporan, dok je protein NHE2 osjetljiv na diuretski amilorid, ali otporan na njegov 5'-amino analog
(Counillon i sur. 1993; Wakabayashi i sur. 1992.).

Serijom strukturnih mutacija pokazano je da je vezno mjesto diuretskog amilorida, Leul67,
unutar Cetvrte transmembranske domene. Takoder je otkriveno da su aminokiseline koje okruzuju
Leul 67 visoko konzervirane medu proteinskim NHE izooblicima, a daljnjim istrazivanjem se pokazalo
da je Leul67 vezno mjesto 5'-amino analoga, dok je Tyrl65 vezno mijesto diuretskog amilorida
(Counillon i sur. 1993; Yun i sur. 1993.).

1.5. Mehanizmi regulacije proteina NHE3

1.5.1. Kratkorocéna regulacija

Postoje dvije vrste mehanizama koji reguliraju aktivnost Na*/H* proteinskog izmjenjivaca
ovisno o vremenskom rasponu u kojem uzrokuju promjene. Neki mehanizmi uzrokuju trenutaéne

promjene u aktivnosti dok kod drugih, one dolaze tek nakon nekoliko sati (He i Yun 2009.)

Na primjer, enzimi protein kinaze i serumi uzrokuju trenuta¢ne promjene U aktivnosti proteina
NHE, dok promjene uzrokovane osmolalnoséu dolaze do izrazaja kasnije. Neki hormoni, ukljucujuci

glukokortikoide, takoder pocinju djelovati tek nakon nekoliko sati (Donowitz i sur. 1996.).

Samo istrazivanje mnogobrojnih mehanizama koji reguliraju protein NHE daleko je jo§ od
zavrsenoga, medutim, sada su znanstvenici u mogucnosti podijeliti te mehanizme u osnovne grupe. Te

grupe ukljucuju kratkoroénu i dugoro¢nu regulaciju (He i Yun 2009.).



1.5.1.1. Fosforilacija

Citoplazmatska domena proteina NHE3 sadrzi mnogobrojna mjesta koja su fosforilirana
enzimima protein kinazama kao dio signalne transdukcije koja regulira samu aktivnost proteina (Zhao i
sur. 1999.). Studije su pokazale kako enzim protein kinaza A (PKA) fosforilira i regulira aktivnost
proteina NHE3. Mutacijama dviju specifi¢nih aminokiselina, Ser552 i Ser605, pokazano je da su te
aminokiseline fosforilacijsko mjesto za enzim PKA. Kona¢ni rezultat je bio prestanak fosforilacije
proteina NHES3, pri ¢emu je transportna aktivnost proteina NHE3 smanjena samo za 50% (Kurashima i
sur. 1997.). Otkriveno je da je aminokiselina Ser634 takoder odgovorna za regulaciju proteina NHE3
enzimom PKA. Mutacijom aminokiseline Ser634 regulacija se u potpunosti prekida (Zhao i sur. 1999.).
Uz enzim PKA je enzim glukokortikoid inducibilna kinaza 1 (SGK1) sposobna fosforilirati protein
NHE3 na aminokiselini Ser665 ¢ijom mutacijom dolazi do prekida regulacije (Zhao i sur. 1999.).

Isto tako, jedan od bolje pojasnjenih mehanizama ukljucuje enzim kazein kinazu Il (CK II).
Enzim CK 11 stimulira protein NHE3 pod bazalnim uvjetima tako $to se veze na njegovu citoplazmatsku
domenu i fosforilira aminokiselinu Ser719. Vazno je napomenuti da vezno mjesto enzima CK Il nije
isto onomu koje fosforilira (Sarker i sur. 2008.). Fosforilacijom se povecava ekspresija proteina NHE3
na apikalnoj membrani i potiCe sinteza novostvorenih proteina. Isto tako se fosforilacijom stimulira
njegova aktivnost. Mutacijom aminokiseline Ser719 pokazala se smanjena ekspresija proteina NHE3
kao i njegova aktivnost iako se koli¢ina proteina unutar stanice nije smanjila. Time je pokazano da enzim

CK Il ima vaznu ulogu u regulaciji i ekspresiji proteina NHE3 (Sarker i sur. 2008.).

Sam mehanizam kojim fosforilacija mijenja aktivnost proteina NHE3 jos nije otkriven. Smatra
se da fosforilacija mijenja njegovu aktivnost alosterickim pomakom koji je uzrokovan velikim,
fosfatnim, bo¢nim lancem (Kocinsky i sur. 2007.). Isto tako se smatra da fosforilacija utjeCe na

unutarstani¢no kretanje NHE3 kao i na interakciju s drugim regulatornim proteinima.



1.5.1.2. Tkivna lokalizacija proteina NHE3

Protein NHE3 se razlikuje od ostalih izoformi time $to se on krece izmedu stani¢ne membrane
i unutarstani¢nih odjeljaka procesom recikliranja. Pokazalo se da protein NHE3u stanicama bubrega i
crijeva, postoji unutar Cetiri razli¢ita odjeljka: stati¢na subpopulacija koja se stalno nalazi na apikalnoj
membrani, pokretna subpopulacija koja se krec¢e izmedu apikalne membrane i unutarstani¢nih odjeljaka
i dva unutarstani¢na odjeljka koja se mogu razlikovati po svojoj brzini izmjene proteina NHE3 koji se

nalaze na apikalnoj membrani (Alexander i sur. 2005.).

Postoje mnogobrojni faktori koji utje¢u na povrsinsku ekspresiju proteina NHE3. Jedan od njih
je protein IRBIT (protein koji se veze za receptor i osloboden u prisutnosti inozitol 1,4,5-trifosfata, IP3)
koji se pod utjecajem proteina angiotenzina II veze za protein NHE3 i zajedno s njim, kao i s enzimom
kalmodulin kinazom Il (CaM K I1) utjece na povisenu ekspresiju proteina NHE3. U taj mehanizam jo§

ulazi i neophodna fosforilacija proteina IRBIT kao i prisutnost iona Ca?* (He i sur. 2010.) (Slika 5).

L
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Slika 5. Prikaz regulacije NHE3 preko CaMK Il i IRBIT i njegova ekspresija. Aktivacijom
receptora za protein angiotensin (angiotensin receptor, AT1R) dolazi do nakupljanja unutarstanicnog
iona Ca** sto dovodi do aktivacije enzima CaM kinaze II. Enzim CaM kinaza Il potom fosforilira protein
IRBIT cime se povecéava njegova interakcija s proteinom NHE3 i time dovodi do povecane ekspresije

proteina NHE3 na apikalnoj membrani (Preuzeto od: He i sur. 2010.)

Do sada je otkriveno vrlo malo mehanizama koji direktno imaju utjecaj na ekspresiju proteina

NHE3, a jo§ manje ih se u potpunosti razumije. Zna se da su svi mehanizmi usko povezani i da im je
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konac¢ni cilj pravilno aktivirati protein NHE3 kako bi se on mogao eksprimirati na povr§ini membrane i

pravilno obavljati svoju funkciju.

1.5.1.3. Protein-protein interakcija

Pored regulacije u kojoj se pojedini regulatorni protein veze za specificno mjesto unutar
citoplazmatske domene preko koje stimulira ili inhibira protein NHE3, vaznu ulogu u regulaciji imaju i
veliki proteinski kompleksi unutar kojih proteini reagiraju medusobno te se preko PDZ-domena tzv.

pomoc¢nickih proteina vezu na citoplazmatsku domenu proteina NHE3 (Zachos i sur. 2005.).

PDZ-domene su strukturne domene sastavljene od priblizno 90 aminokiselina, a pronadene su
unutar razli¢itih signalnih proteina, bakterija, kvasca, biljaka i virusa. Naziv su dobili prema proteinima
u kojima su otkriveni: Protein post-sinapti¢ke gustoce (eng. Post synaptic density protein, PSD95),
veliki tumorski supresor u Drosophila (eng. Drosophila disc tumor suppressor, DIgl) i protein zonula
occludens-1 (eng. Zonula occludens-1 protein, zo-1) ili skraéeno PDZ. Proteini koji sadrze PDZ domene
potpomazu sastavljanju velikih proteinskih kompleksa unutar stani¢nih membrana i omogucéuju njihovu
pravilnu regulaciju. Iz tog razloga se ove domene vezu za krajeve regulatornih domena, u ovom slucaju,
za kraj citoplazmatske domene proteina NHE3. Proteini koji sadrze ove domene, a ujedno i reguliraju
protein NHE3 su proteini regulatori Na*/H* proteinskog izmjenjivaéa 1 (NHERF1), 2, 3 i 4 te gen
PDZK1 koji kodira stvaranje regulatornog faktora Na*/H* proteinskog izmjenjivaca (NHE-RF3).

Primjer stvaranja proteinskih kompleksa uz pomo¢ PDZ domene predstavlja i vezanje proteina
NHE3 za citoskelet stanice. NHE3 se za citoskelet veze preko dva segmenta smjeStena unutar
citoplazmatske domene. Prvi segment, Phe509-Arg529, se preko proteina ezrina veze za citoskelet, dok

se drugi segment, Leu586 do Arg605, veze za protein ezrin i citoskelet preko proteina NHERF.

Drugi poznati mehanizam proteinskih kompleksa je regulacija proteina NHE3 preko ciklickog
gvanozin monofosfata (¢cGMP) zahvaljujuéi proteinu NHERF2 i njegovoj PDZ domeni (Hwang i sur.
2000.) (Slika 6).
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Slika 6. Mehanizam regulacije proteina NHE3 stvaranjem proteinskog kompleksa NHE3-
NHERF2-cGKII. Vezanjem NHERF2 za vezno mjesto unutar citoplazmatske domene proteina NHE3
aktivira se izlucivanje enzima cGKII koji se potom veze na dva vezna mjesta. Prvo se nalazi na apikalnoj
membrani i veZe se procesom miristolacije, a drugo je za PDZ domenu proteina NHERF2. Vezanjem na

ta dva mjesta, enzim cGKII se aktivira i tada stimulira izlucivanje cGMPa i inhibiciju proteina NHE3
(Preuzeto od: Cha i sur. 2005.)

Danas je poznato da protein NHE3 postoji kao dio velikih, proteinskih kompleksa koji su
dinamicni i mijenjaju se kao dio njegove regulacije. Proteini koji su dio tih kompleksa uklju¢uju proteine

NHERF1, 2, 3i 4 sa svojim PDZ domenama.

1.5.2. Dugorocna regulacija

Studije su pokazale da se regulacije proteina NHE3 odvijaju tijekom nekoliko minuta
(kratkoroéna) do nekoliko sati (dugoro¢na) nakon stani¢ne aktivacije. Akutna ili kratkoro¢na regulacija
je ubrzana i reverzibilna i ¢esto ukljucuje promjene u fosforilaciji, kretanju i dinamickim interakcijama
s regulatornim proteinima (He i Yun 2009.). Suprotno tome, dugoro¢na regulacija proteina NHE3
ukljucuje transkripcijske i translacijske modifikacije izmjenjivaca. Tvari koji sudjeluju u dugoro¢noj
regulaciji ukljucuju regulatorne faktore poput glukokortikoida, aldosterona, metabolicke acidoze,
kroni¢ne hiperosmolalnosti i proupalnih citokina (IFN-y i TNF-a) koji smanjuju ekspresiju proteina
NHE3 (He i Yun 2009.).
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1.5.2.1. Efekti glukokortikoida

Glukokortikoidi stimuliraju apsorpciju crijevne vode i NaCl, efekt koji se dogada unutar
nekoliko sati. Kod pokusa gdje su zecevi tretirani metilprednizolonom u rasponu od 24 do 72 sata
pokazuju povecanje ekspresije gena NHE3 za 100% dok oni tretirani aminoglutetimidom pokazuju
smanjenje ekspresije za 50%. Pokazano je da metilprednizol potice stvaranje glasnicke RNA (mRNA)
za NHE3 4-6 puta. Ovaj se u¢inak metilprednizola oéituje regulacijom transkripcije i/ili regulacijom

promjene stabilnosti mMRNA (Freiberg i sur. 1982.).

1.5.2.2. Kroni¢na acidoza i izmjena Na*/H*

Kroni¢na acidoza je stanje u kojem se odvija poveéana izmjena iona Na* za ion H* unutar epitela
proksimalnih kanali¢a. Studije su pokazale da metaboli¢ka i respiratorna acidoza u stanicama
proksimalnih kanali¢a povecava aktivnost proteina NHE3 paralelno s povecanjem koli¢ine njegove
mRNA (Moe i sur. 1991.). Ovakav odgovor na acidozu nije trenutacan i reguliran je na transkripcijskoj
i/ili posttranskripcijskoj razini povecanjem koncentracije mMRNA transkripcije, njezine stabilnosti ili
boljim prevodenjem u protein. Mehanizam koji posreduje povecanju koli¢ine mRNA kao odgovor na

acidozu ukljucuje i enzim protein kinazu C (Donowitz, M. i sur. 1996.).

1.6. Vaznost regulacijske poddomene smjestene izmedu Leu586 — Arg609

Veé je ustanovljeno kako je citoplazmatska domena mjesto vezanja mnogih stimulatora i
inhibitora aktivnosti proteina NHE3. Sastavljena je od poddomena koje sudjeluju u regulaciji aktivnosti
NHE3 (Donowitz i sur. 2001.). Serijom to¢kastih mutacija, otkriveno je da aminokiselinski slijed
Leu586-Arg605 ima vaznu ulogu u regulaciji aktivnosti NHE3. Stimulacijski i inhibicijski u¢inci
razli¢itih ¢imbenika se dijelom ostvaruju i putem njihova vezanja na poddomenu Leu586-Arg605. Tako
se na ovu poddomenu vezu kalmodulin (CaM), enzim kalmodulin kinaza Il (CaM K 1), kazein kinaza

I (CK Il), fosfolipaza C (PLCy) i proteini NHERF1 i 2 (Donowitz i sur. 1982.).

Protein CaM i enzim CaM K |1 su prisutni u epitelu crijeva i proksimalnih kanali¢a i sudjeluju
u regulaciji neutralne NaCl apsorpcije. Bazi¢na aktivnost proteina NHE3 je inhibirana ovim
regulatorima, a mehanizam regulacije ukljucuje njihovo vezanje unutar aminokiselinskog slijeda
Leu586-Arg605 (Zizak i sur. 2003.). Uginci kalmodulina i CaM K1l na NHES odvijaju se u prisutnosti
iona Ca?* (Cohen i sur. 1990.).
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Regulaciju NHE3 posreduju i veliki proteinski kompleksi koji se preko proteina s PDZ
domenama vezu na protein NHE3. Vazni proteini s PDZ domenom koji sudjeljuju u stvaranjeu
proteinskih kompleksa a istodobno se vezu na NHE3 su NHERF1 i NHERF2. Oni se vezu za NHE3
unutar segmenta Leu586-Arg605 i posreduju u inhibiciji bazi¢ne aktivnosti proteina NHE3 tako §to

aktiviraju specifi¢ne regulatorne proteine (Yun i sur. 1995.).

Jedan od mehanizama inhibicije ukljucuje regulacijske proteine NHERF1 ili NHERF2 koji se s
jedne strane vezu na segment Leu586-Arg609, a sa druge na protein ezrin. Protein ezrin potom aktivira
cAMP i to za posljedicu ima oslobadanje i aktiviranje enzima protein kinaze A (PKA). Enzim tada
fosforilira i inhibira protein NHE3 (Zizak i sur. 1999.). S druge strane, regulacijski proteini NHERF1 ili
NHERF2 posreduju u aktivaciji protein kinaze A (PKA) koja potom fosforilira i inhibira protein NHE3
(Zizak i sur. 1999.). NHERF1 i NHERF2 se s jedne strane vezu na segment Leu586-Arg605, a sa druge
na protein ezrin. Protein ezrin potom aktivira CAMP §to za posljedicu ima oslobadanje i aktiviranje

enzima PKA.

Nedavne su studije pokazale da cGMP i enzim cGKII na sli¢an nacin preko proteina NHERF2

sudjeluju u inhibiciji bazi¢ne funkcije proteina NHE3 (Slika 6.).

Dosadasnje studije, prema tome, pokazuju da aminokiselinski slijed Leu586-Arg609 posjeduje
vezna mjesta koja sluze za inhibiciju bazi¢ne aktivnosti proteina NHE3 te time sudjeluje u odrzavanju

pravilne homeostaze organizma i sprjeavanju prevelikog gubitka vode tijekom procesa probave.

1.7. Ciljevi istrazivanja

Aminokiselinski slijed Leu586-Arg609 je segment proteina NHE3 za koji se vezu brojni
regulatori, poput kalmodulina, enzima kalmodulin kinaze I, kazein kinaze Il i proteina NHERF1 i 2.
Mehanizam djelovanja ovih regulatora na NHE3 jo$ uvijek nije razja$njen. Izmedu ostalog, nepoznato
je djeluju 1i oni isklju¢ivo preko segmenta Leu586-Arg609 i je li vezanje za ovaj segment kljucan za
njihovo djelovanje. Kako bi dobili odgovore na ova pitanja potrebno je segment Leu586-Arg609 isjeci

iz NHE3 i zatim vidjeti hoce li se izgubiti ucinak regulatora.

Stoga je cilj ovog rada isje¢i segment Leu586-Arg609 iz proteina NHE3 i provjeriti hoce li
navedena delecija u NHE3, u stanicama fibroblasta, utjecati na ekspresiju i bazi¢nu funkcionalnost

transfeciranog mutiranog proteina NHE3 .
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2. MATERIJALI | METODE
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2.1. Materijali

2.1.1. Kemikalije

2.1.1.1.

2.1.1.3.

Pocetnice

A (pozitivna) CTGGTGACGCGCTTCACC

B (negativna) CTCTGCGTCGTAGGAGACGGAGGCCTC

C (pozitivnia) GAGGCCTCCGTCTCCTACGACGCAGAGGACGTCATC
D (negativna) GTCGGAGGTCGTGTCCTT

T (negativnia) GCTGCGCCGCCGCTG

Enzimi

Enzim T4 ligaza

Restrikcijska endonukleaza BbrP1 (PmaCl) (Roche)

Enzim fosfataza (Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP) (Fermentas)
Enzim Taq DNA polimeraza, (TaKaRa)

Restrikcijska endonukleaza Hindlll (Promega)

Restrikcijska endonukleaza Kpnl (Promega)

Puferi

TE pufer (pH 8, 10 mM Tris, 1 mM EDTA)

50x TAE pufer (pH 8.5, 40 mM Tris, 20 mM natrij acetat, 1 mM EDTA)

Pufer za nanoSenje uzoraka na agarozni gel 10x Sample loading dye, (BioRad)

DNA marker exACTGene™ DNA Ladders 1 kb s fragmentima molekularne mase 300, 500,
700, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 pb

HBSS pufer (Hank's Balanced Salt Solution) bez kalcija i magnezija (Gibco — Invitrogen
Cat.N#14170-088)

TMA pufer (TMA-CI 1.3 M, KCI 50 mM, CaCL. 20 mM, MgSO4 10 mM, HEPES 200 mM,
TMA-OH 80 mM)

Za pojedine enzime i njihove kombinacije koristila sam odgovarajuce pufere prema preporuci

proizvodaca:

Pufer za Taqg polimerazu (Takara)
Pufer za T4 DNA ligazu (Roche)

NEB pufer 2 je koristen za kombinaciju Hindlll i Kpnl restrikcijske enzime
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2.1.1.4.

2.1.15.

2.1.1.6.

Komercijalni kompleti

Za izolaciju DNA fragmenata iz agaroznog gela koristila sam komercijalni komplet QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen)

Za izolaciju plazmidne DNA koristila sam komercijalne komplete QlAprep Spin Mini-prep
Kit (Qiagen) i QlAprep Spin Midi-prep Kit (Qiagen)

Reagensi

Deoksinukleotid trifosfat ANTP, (2.5 mM)

Agaroza UltraPureAgarose (Invitrogen)

Boja za prikaz nukleinskih kiselina u gelu (GelStar Nucleic Acid Gel Stain 10000X, Lonza)
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen)

Antibiotik ampicilin (stock koncentracija 100 mg/ml)

Antibiotik Geneticin (G418 sulfate) (koncentracija 400 pg/ml) (Gibco-Invitrogen)
bakto-tripton (Difco)

Deionizirana voda

HBSS pufer (8 g NaCl, 0.4 g KCl, 0.14 g CaCl;, 0.01 g MgSO4x7H0, 0.01 g MgClx6H:0,
0.06 g NazHPO4x2H,0, 0.06 g KH2PQO4, 1 g glukoza)

1x TMA pufer (1.3 M TMA-CI, 50 mM KCI, 20 mM CaCL., 10 mM MgS0O4, 200 mM HEPES,
80 mM TMA-OH)

Plazmidni vektor

Za izradu mutirane molekule NHE3 koristila sam plazmid pcDNA 3.1(+) s ranije ukloniranim

cDNA za NHE3 (Gene 1D 100009430; Oryctolagus cuniculus, L.). Plazmid pcDNA 3.1(+) komercijalni

je plazmid s viSestrukim mjestom za kloniranje unutar kojeg je izmedu restrikcijskih mjesta za enzime

Hindlll

i Xbal uklonirana sekvenca za NHE3 (pcDNA/NHE3).

NHE3 koristen u ovom radu je unutar svoje sekvence imao ugradenu sekvencu za biljeg HA

koji se koristio za potrebe imunoloske detekcije (enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). U gen

NHES su, izmedu nukleotida koji kodiraju aminokiseline Glu37-11e38, ugradene sekvence za tri kopije

biljega HA. Biljeg HA je peptid deriviran iz glikoproteina Human influenza hemagglutinin i sastavljen
je od 9 aminokiselina (YPYDVPDYA). Protein NHE3 i sekvence NHE3 koji su se koristili u ovom radu
posjeduju triplet biljega HA zbog ¢ega su oznacavani kraticom protein HA-NHE3 odnosno sekvenca
HA-NHES3.
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2.1.2. Programi

= NEB Tm Calculator (BioLabs) (http://tmcalculator.neb.com/#!/ )
= NEB Ligation Calculator (http://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation )

2.1.3. Stanice

= Stanice fibroblasta linije PS120 u odgovaraju¢em mediju (PS120 je stani¢na linija dobivena iz
fibroblasta pluca linije CCL39 kineskog hrcka)
= Bakterije Escherichia coli soja One Shot® TOP10 Chemically Competent Cells (Invitrogen)

= Bakterije Escherichia coli soja DH5a

2.1.4. Hranjive podloge

Za kulturu stanica koristila sam:
e DMEM medij (Dulbecco's Modified Eagle Medium) s dodatkom 25 mM NaHCOs, 10 mM
HEPES, 50 U/ml penicilina, 50 g/ml streptomicina, 400 pg/ml G418 (Neomycin) i 10% fetalnog

seruma (Gibco Invitrogen Corporation)

Za umnazanje transformiranih bakterija (E. coli) koristila sam:
= LB hranjivi medij (Lurija-Bertani) sastava 10 g/l NaCl, 5 g/l bakto-kvaséev ekstrakt i 10 g/
baktotripton (Difco Laboratories)

o SOC medij sastava 2% tripton, 0.5% bakto-kvaséev ekstrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10
mM MgCl;, 10 mM MgSQ,, 20 mM glukoza (Invitrogen)

Za selekciju transformiranih bakterija koristila sam:
= LB hranjivu krutu podlogu (Lurija-Bertani medij) sastava 10 g/l NaCl, 5 g/l bakto-kvaséev
ekstrakt, 10 g/l baktotripton i 15 g/l baktoagara s dodatkom ampicilina do koncentracije od
100 pg/ml (Difco Laboratories)

Za transfekciju koristila sam:
e Opti-MEM® medij s reduciranim serumom je modificirani Eagle's Minimum Essential
Media, puferiran sa HEPESom i Na-bikarbonatom s dodatkom hipoksantina, timidina, Na-

piruvata, L-glutamina, i faktora rasta u tragovima (Life Technologies)
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2.1.5. Oprema

= PCR uredaj (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems)

= epruvete (Eppendorf 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5mli1ml)

= epruvete (Falcon, 14, 15i 50 ml)

= Mjesalica (vorteks, Fisher Scientific)

= Mini centrifuga (Fisher Scientific)

= Uredaj za elektroforezu s odgovaraju¢om kadicom, &esljicem za izradu jazica i izvorom
istosmjerne struje (PowerPac 200, BioRad)

= Blok za zagrijavanje (Digital heatblock, VWR)

= Inkubator (Isotemp Incubator, Fisher Scientific)

= Centrifuga (Centrifuge 5415D, Eppendorf)

= Vodena kupelj (Microprocessor Controlled 280 Series Water Bath, Precision)

= Pipetori razli¢itih volumena (Gilson)

= Nastavci za automatske pipete razlic¢itih volumena (Thermo Scientific)

= Vakum sisaljka (Maxima dry, FisherScientific)

= Termostatirana rotacijska tresilica (Max®Mini 4000, Barnstead Lab-Line)

= Magnetna mjeSalica (Fisher Scientific)

= pH metar (PerpHectT® LogR® Meter model 320, Thermo Orion)

= Vaga (APX-402, Denver Instrument)

= UV-transiluminator (lampa s ultra-ljubi¢astim svijetlom) (UV lampa)

= Invertni mikroskop (Axiovert 25, Zeiss)

= Inkubator (Heracell 150, Heraeus)

= Sterilna komora (Heraeus)

= Uredaj za sterilizaciju (Autoklav, Kambic)

= NanoDrop 2000c (Thermo Scientific)
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2.2. Metode

2.2.1. Strategija kloniranja cONA NHE3 s delecijom

Za stvaranje fragmenata, njihovo medusobno povezivanje te naknadnu provjeru uspjesnosti u

stvaranju mutiranog plazmida s delecijom dizajnirala sam pet pocetnica (Slika 7.).

C
A, BLARN
) ' i ‘ [ delecija | - I
a & 'TLL]
B D
1. korak ﬂ
b) e
fragment AB e
fragment CD
2. korak @ rep
lanac fragmentaAB . polimeraza
C) CTCCGGAGGCAGAGGATGCTGCGTCTC-5 — =——————————p
N
5’- GAGGCCTCCGTCTCCTACGACGCAGAGGACGTCATC
polirieraza “Tanac fragmenta CB
rep
3. korak @
A
d) — rreseses s
e :'.'.'S
mjesto fragment AD
e) Oligonukleotidne po&etnice delecije
ime vrsta slijed nukleotida

pozitivna 5'- CTGGTGACGCGCTTCACC-3'
negativna 5'- CTCTGCGTC GTAGGAGACGGAGGCCTC -3'
pozitivna 5'- GAGGCCTCCGTCTCCTAC GACGCAGAGGACGTCATC -3'

podcrtani sljedovi parova
baza u pocetniciBi C
oznacavaju preklopne
nastavke (repove)

negativna 5'- GTCGGAGGTCGTGTCCTT -3'
negativna 5'- GCTGCGCCGCCGCTG -3'

Slika 7. Strategija kloniranja s delecijom. (a) shematski je prikazana sekvenca NHE3 i pozicije
dizajniranih pocetnica A, B, C, D i T. (b) fragmenti AB i CD koji nastaju djelovanjem pocetnica A i
B odnosno C i D. Preklopni nastavci se nalaze na kraju fragmenta AB (zelene isprekidane linije) i na
pocetku fragmenta CD (pune plave linije). (C) povezivanje lanca fragmenta AB s lancem fragmenta
CD komplementarnim sparivanjem repa fragmenta AB s pocetnom sekvencom fragmenta CD te repa
fragmenta CD sa zavrsnom sekvencom fragmenta AB. Nakon povezivanja fragmenata preko
preklopnih nastavaka veze se DNA polimeraza i sintetizira komplementarne lance ¢ime se stvara
fragment AD (d) umnozavanje fragmenta AD (e) sekvence dizajniranih pozitivnih i negativnih
oligonukleotidnih pocetnica

20



U izradi pocetnica pazila sam da one budu dovoljno duge kako bi se izbjeglo nespecifi¢no
vezanje na drugo, neZeljeno, mjesto na DNA sekvenci. Prve dvije pocetnice, pocetnica A i B, dizajnirane
su za stvaranje fragmenta AB koji se nalazi neposredno ispred sekvence NHE3 koju sam postupkom
delecije zeljela ukloniti. Sekvenca pocetnice A (pozitivna ili sense pocetnica) se sa svojih 18 nukleotida
komplementarno sparuje sa sekvencom NHE3 koja pocinje s aminokiselinom Leu273. Sekvenca
pocetnice B (negativna ili antisense pocetnica) se komplementarno sparuje sa sekvencom NHE3 koja
prethodi mjestu delecije (Slika 7.a.). Obje pocetnice su duge 18 parova baza, s tim da sam pocetnici B
dodala jo$ i preklopni nastavak (rep dug 9 nukleotida) ¢ija se sekvenca komplementarno sparuje sa
sekvencom NHE3 neposredno iza mjesta delecije (Asp610-Glu612). Sljedecée dvije pocetnice, podetnica
C i D, dizajnirane su za stvaranje fragmenta CD koji se nastavlja neposredno iza delecije. Sekvenca
pocetnice C (pozitivna pocetnica) komplementarno se sparuje sa sekvencom NHE3 koja slijedi
neposredno nakon delecije. Sekvenca negativne pocetnice D komplementarno se sparuje sa sekvencom
NHE3 koja zapoc¢inje sa aminokiselinom Asp750 (Slika 7.a.). Pocetnice C i D duge su 18 parova baza s
tim da sam pocetnici C dodala preklopni nastavak (rep dug 18 nukleotida) cija se sekvenca
komplementarno sparuje sa sekvencom NHE3 koja neposredno prethodi mjestu delecije. Prema tome,
sekvenca preklopnog nastavka negativne pocetnice B komplementarno se sparivala sa sekvencom koja
kodira aminokiseline Asp610-Glu612, dok se sekvenca preklopnog nastavka pozitivne pocetnice C
komplementarno sparivala sa sekvencom koja kodira aminokiseline Glu580-Tyr585. Dizajniranje
repova na pocetku negativne pocetnice B i pozitivne pocetnice C bilo je potrebno radi provodenja
metode kojom sam iz NHE3 deletirati sekvencu koja kodira 24 aminokiseline (Leu586-Arg609).
Povezivanjem fragmenata AB i CD stvorila sam mutirani fragment (fragment AD) iz kojeg je
postupkom delecije uklonjena sekvenca za 24 aminokiseline (Slika 7.d.).

Pri izboru pozicija za pocetnice A i D pazila sam da se unutar oba fragmenta nalaze restrikcijska
mjesta koja ¢u kasnije koristiti kako bih uz pomo¢ restrikcijskih endonukleaza odgovaraju¢i segment u
sekvenci NHE3 zamijenila mutiranim fragmentom.

Pored ove cetiri glavne pocetnice, dizajnirala sam jo§ jednu testnu pocetnicu, negativnu
pocetnicu T, ¢ija se sekvenca komplementarno sparuje sa sekvencom koja kodira aminokiseline Glu603-
Ser607. Pocetnicu T, koja je pozicionirana unutar segmenta kojeg sam planirala izbaciti iz NHE3,
koristila sam u svrhu provjere uspjesnosti postupka delecije (Slika 7.a.).

Pri konstrukciji pocetnica, pazila sam da pocetnice (15-18 pb) i preklopni nastavci (9-18 pb)
budu dovoljno dugi kako bi se lakse povezivali. Nastojala sam izraditi pocetnice ¢ije bi temperature
spajanja bile priblizno jednake te da nemaju medusobno komplementarne dijelove kako ne bi doslo do
nezeljenog medusobnog spajanja. Za odredivanje temperature spajanja koristila sam NEB Tm

Calculator (BioLabs).

Dizajnirane pocetnice sam dala sintetizirati u Invitrogenu, UK, preko Biosistema. Po primitku

sam liofilizirane pocetnice otopila prema uputama proizvodaca i priredila ih za potrebe rezervne zalihe
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(stock) u koncentraciji od 100 UM u sterilnoj vodi odnosno kao radne pripravke za potrebe pokusa u

koncentraciji od 10 uM. Tako pripravljene radne zalihe pocetnica su koristene za PCR reakcije.

2.2.2. Reakcije PCR na predlosSku plazmidne DNA

Reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) je brza i specificna metoda
sinteze in vitro nukleinskih kiselina kojom se odabrani odsjecci DNA (geni ili dijelovi gena) umnaZzaju
u velikom broju kopija. Kao predlozak za umnaZanje koristila sam plazmidnu DNA, pcDNA 3.1(+) u

¢ije je visestruko mjesto za kloniranje umetnuta cONA NHE3.

Reakcijska smjesa za PCR reakciju, ukupnog volumena od 50 pl, sadrzavala je:
e plazmidnu DNA (100 ng)
e par oligonukleotidnih pocetnica (125 ng)
e smjesu deoksiribonukleotida dNTP (200 uM svaki)
o PCR pufer
e Tag DNA polimerazu (2.5 U)

Za amplifikaciju sam koristila Tag DNA polimerazu. Reakciju umnazanja provodila sam u stroju
za lan¢anu reakciju polimerazom (2720 ThermalCycler, Applied Biosystems), a uvjeti pod kojima sam
provodila reakcije ovisili su 0 svojstvima regija koje sam umnazala. Ukratko, nakon denaturacije od 60
sekundi na 95 °C, slijedilo je povezivanje pocetnica (engl. annealing) tijekom 1 minute na temperaturi
od 55 °C (obi¢no sam koristila raspon temperature izmedu 55-75 °C), i potom sinteza nukleinskog lanca
na 72 °C.

Trajanje sinteze ovisilo je o veli¢ini PCR produkta (1 minuta za svakih 1000 bp). Pri umnaZanju

plazmidne DNA ocekivana je pojava nespecifi¢nih produkata.

2.2.3. Prespajanje DNA tehnikom preklapanja dvaju fragmenata

Prespajanje sekvence DNA tehnikom povezivanja fragmenata preko preklopnih nastavaka
bazira se na konstrukciji mutiranih DNA fragmenata in vitro koji na svojim 5'-krajevima posjeduju
preklopne nastavke. Preklopni nastavci sadrze Zeljenu mutaciju bilo da se radi o deleciji odredenog
segmenta sekvence DNA ili ubacivanju segmenta unutar postojec¢e sekvence. Generiraju¢i dva DNA
fragmenta s preklopnim nastavcima, reakcijom PCR ih je moguce spojiti zahvaljujuci nastavcima koji

su komplementarni sekvenci drugog fragmenta.

Izbacivanje sekvence od 72 nukleotida koji kloniraju 24 aminokiseline zapocet je konstrukcijom

pocetnica za stvaranje dva fragmenta (AB i CD) koji na svojim 5' krajevima sadrze preklopne nastavke
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za medusobno povezivanje. Za stvaranje preklopnih nastavaka bilo je neophodno dizajnirati pocetnice
koje ¢e na svom 5' kraju posjedovati preklopnu sekvencu. Za fragment AB to je bila negativna pocetnica
B, dok je za fragment CD to bila pozitivna pocetnica D (Slika 7.e.). Pocetni dio negativne pocetnice B
je bio komplementaran sekvenci koja je neposredno prethodila mjestu delecije, dok je preklopni
nastavak koji je ostajao slobodan poput repa posjedovao sekvencu komplementarnu sekvenci koja je
slijedila odmah iza mjesta delecije. Za fragment CD pozitivna pocetnica C je bila odgovorna za deleciju.
Zavrsni dio pocetnice C je bio komplementaran sekvenci koja slijedila neposredno iza delecije dok je
preklopni nastavak posjedovao sekvencu koja je bila komplementarna sekvenci koja je prethodila
deleciji. Pojednostavljeno, rep pocetnice B bio je komplementaran pocéetku fragmenta CD, dok je rep

pocetnice C bio komplementaran kraju fragmenta AB (Slika 7.b-c.).

U prvoj se reakciji PCR najprije stvore fragmenti AB i CD sa svojim preklopnim nastavcima
(Slike 7.b.). Reakcija PCR je provedena u prisutnosti sve Cetiri poéetnice (poéetnice A, B, C i D),
plazmida pcDNA/HA-NHE3, Taq polimeraze, nukleotida i odgovaraju¢eg pufera. Sastav prve smjese

PCR prikazan je u Tablici 1, dok su postavke reakcije PCR prikazane su u Tablici 2.

Tablica 1. Sastav smjese prve reakcije PCR

fragment AB | fragment CD

(ul) (ul)
pocetnica A (10 uM) 1.5
pocetnica B (10 uM) 1.5
pocetnica C (10 uM) 1.5
pocetnica D (10 uM) 1.5
pcDNA/HA-NHE3 (17 ng/ul) 3 3
dNTP (2.5 mM) 3 3
Taq pufer 10x 5 5
Taq polimeraza (5 U/ul) 1 1
dH,0 35 35
Ukupno 50 50

Tablica 2. Postavke prve reakcije PCR

Korak | Korak 11 (30 ciklusa) Korak IlI
95 °C 94°C 55°C 72°C 72 °C
1, 1| ll 2| 7,
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Druga reakcija PCR je provedena u prisutnosti fragmenata AB i CD, Taq polimeraze, nukleotida
i odgovarajuceg pufera, a u odsutnosti pocetnica. Tijekom ove reakcije PCR lanci DNA molekula se pri
visokoj temperaturi (95 °C) razdvoje i zatim se pri snizenoj temperaturi (72 °C) dogada povezivanje
preklopnih nastavaka lanaca dvaju fragmenata. Tako se preko preklopnih nastavaka lanac fragmenta AB
poveze s lancem fragmenta CD (Slika 7.c.). Nakon povezivanja lanaca dvaju fragmenata dolazi do
elongacije tako $to se DNA polimeraza veze na krajeve povezanih preklopnih lanaca i sintetizira
komplementaran lanac na kalupu povezanog lanca (Slika 7.c.). Na taj nacin od dva fragmenta nastaje
novi mutirani fragment AD. S obzirom da sam u reakcijskoj smjesi imala ograni¢enu koli¢inu
raspolozivih fragmenata AB i CD broj ciklusa je smanjen. Sastav druge smjese PCR prikazan je u

Tablici 3., dok su postavke reakcije PCR prikazane su u Tablici 4.

Tablica 3. Sastav smjese druge reakcije PCR.

sastav pl
fragment AB (38 ng/ul) 5,3
fragment CD (34 ng/ul) 1,5
dNTP (2.5 mM) 2,5
10x Taq pufer 5
Taq polimeraza (5 U/ul) 0,2
H,O 355
UKUPNO 50

Tablica 4. Postavke reakcije PCR.

Korak | Korak Il (12 ciklusa) | Korak Il
95 °C 95 °C 72°C 72°C
1 1’ 2’ 7'
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Malu koli¢inu mutiranog fragmenta AD, dobivenog u drugoj reakciji PCR, bilo je potrebno
umnoziti. Nakon izolacije iz gela mutirani fragment AD je koristen kao predlozak za umnozavanje u
slijedecoj PCR reakciji. U ovoj su reakciji u reakcijsku smjesu pored fragmenta AD kao predloska, Taq
polimeraze, nukleotida i odgovarajuc¢eg pufera dodane i pocetnice A i D koje se komplementarno
sparuju s krajevima mutiranog fragmenata AD (Slika 7.d.). Sastav tre¢e smjese PCR prikazan je u
Tablici 5., dok su postavke reakcije PCR prikazane u Tablici 6.

Tablica 5. Sastav smjese trece reakcije PCR.

sastav ul
fragment AD (2 ng/ul) 37
pocetnica A (10 uM) 1,5
pocetnica D (10 uM) 1.5
dNTP (2.5 mM) 3
10x pufer 5
Taq DNA polimeraza (5 U/ul) 1
H,O 38
UKUPNO 50

Tablica 6. Postavke reakcije PCR.

Korak | Korak Il (30 ciklusa) Korak Il
95°C 95°C 55°C 72°C 72°C
1 1 1 2 7
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2.2.4. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

Horizontalna elektroforeza u agaroznom gelu je standardna metoda kojom je moguce razdvajati
molekule DNA pod utjecajem istosmjernog elektricnog polja. Na ucinkovito razdvajanje fragmenata
DNA utjecu molekularna veli¢ina i konformacija DNA, jakost elektricnog polja, sastav pufera za
elektroforezu te koncentracija agaroze. U ovom sam radu horizontalnu elektroforezu upotrebljavala za:

a) provjeru rezultata umnazanja lanéanom reakcijom polimeraze
b) provjeru rezultata cijepanja plazmidne DNA restrikcijskim endonukleazama
c) izolaciju DNA fragmenata

Ukratko, agarozni gel sam izradila tako $to sam agarozu pomijesala s 1XTAE puferom (pH 8,5
40 mM Tris, 20 mM natrij acetat, 1 mM EDTA) i potom smjesu zagrijavala u mikrovalnoj dok se nije
otopila odnosno dok se nije stvorila prozirna i bistra otopina. Koli¢ina agaroze koju sam mijeSala s
IXTAE puferom ovisila je o postotku gela koji sam izradivala §to je ovisilo o veli¢ini fragmenata DNA
koje sam htjela razdvojiti radi lakSe identifikacije i analize. Otopljenu agarozu rashladenu do
temperature pri kojoj sam posudu s agaroznom smjesom mogla primiti u ruku, izlila sam u nosa¢ gela
na koji sam prethodno postavila ¢esalj za formiranje jazica. Prije izlijevanja u kalup, u agaroznu smjesu
sam dodala boju za gel (Gel Star Nucleic Acid Gel Stain) u omjeru 1:10 000. Radi se o interkaliraju¢em
reagensu koji se ugraduje izmedu lanca DNA i time omogucuje vizualizaciju DNA pod UV svjetlom.

Nakon polimerizacije agaroznog gela, nosac gela sam polozila u kadicu za elektroforezu i potom
u kadicu ulila 1XTAE pufer tako da sloj pufera iznad gela bude priblizno 5 mm. Iz gela sam potom
izvadila CeSalj iza kojeg su u gelu ostale formirane jazice. Uzorke sam, prije nanoSenja u jaZice
agaroznog gela, mijesala s puferom za nanoSenje uzoraka (loading dye) u omjeru 10:1. Elektroforezu
sam provodila pod stalnim naponom od 100 V, a trajanje je ovisilo o veli¢inama fragmenata DNA koje

U svrhu odredivanja veli¢ina fragmenata DNA, na gel sam nanosila biljeg molekulske mase.
fragmenti DNA su nakon zavrsene elektroforeze vizualizirani pomo¢u UV-transiluminatora i snimljeni

kamerom.

2.2.5. lzolacija fragmenata DNA iz agaroznog gela

Izolaciju fragmenata DNA, nastalih reakcijom PCR ili djelovanjem restrikcijskih endonukleaza,
iz agaroznog gela provodila sam u svrhu njihova proc¢is¢avanja od pocetnica i ostalih nespecifi¢nih
produkata koji mogu interferirati u postupku kloniranja. U tu svrhu koristila sam komercijalni komplet
za izolaciju DNA iz gela (QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) i DNA fragmente izolirala prema
uputama proizvodaca.

Ukratko, nakon $to sam reakcijom PCR ili djelovanjem endonukleaza dobila Zeljeni fragment

DNA, pod UV svjetlom sam iz gela izrezala najmanji moguci komadi¢ gela koji je sadrzavao Zeljeni
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fragment DNA. Izrezani komadi¢ gela sam izvagala i potom otopila u 3 volumena pufera za otapanje
gela. Smjesu sam zatim inkubirala 10 min na 50 °C u svrhu potpunog otapanja agaroznog gela, nakon
¢ega sam u nju dodala 1 volumen izopropanola i sve promijesala. Otopinu sam u sljedecem koraku
nanijela na kolonu za izolaciju DNA, koju sam zatim centrifugirala 1 minutu na 12500 okretaja/min na
sobnoj temperaturi. Nakon toga sam kolonu isprala s puferom za ispiranje kojim su se s kolone uklonile
necistoce i razlicite soli. Ispiranje sam provela dodavanjem 750 pl pufera za ispiranje i centrifugiranjem
kolone 2x 1 minutu na 12500 okretaja/min. Drugim centrifugiranjem sam se rijesila zaostalog etanola u
koloni. Skidanje DNA s kolone provela sam dodavanjem 50 pl elucijskog pufera (10 mM Tris-Cl, pH
8.5) u sredisnji dio kolone u kojem se nalazi vezana DNA nakon ¢ega sam kolonu centrifugirala ponovno
1 minutu na 12500 okretaja/min. Koncentracija i ¢isto¢a otopljene DNA odredivala sam mjerenjem
apsorbancije na 260 nm i 280 nm pomocu uredaja NanoDrop. Nakon odredivanja koncentracije DNA

uzorak sam pohranila na -20 °C

2.2.6. Cijepanje plazmidne DNA restrikcijskim enzimima

Plazmidnu DNA s genom za nemutirani NHE3 (pcDNA/HA-NHE3) odnosno mutirani NHE3
(pcDNA/dHA-NHE3) tretirala sam restrikcijskim endonukleazama PmaCl, Hindlll, Kpnl koji

prepoznaju i cijepaju nukleotidne sekvence (restrikcijska mjesta):

PmaCl 5'...CAC"GTG...3'
3...GTC"CAC...5

Hindlll 5'...A*AGCTT...3'
3...TTCGAMA...5

Kpnl  5'...GGTACAC...3
3'...C"CATGG...5

Djelovanjem enzima PmaCl nastaju DNA fragmenti s tupim krajevima, dok djelovanjem
enzima Hindlll i Kpnl nastaju DNA fragmenti s ljepljivim krajevima. Restrikcijske enzime sam
koristila:

a) za pripravljanje plazmida pcDNA/HA-NHE3 u koji ¢e se ugraditi (uklonirati) fragment s
mutiranom sekvencom (umetak),
b) za ispitivanje uspjesnosti ugradnje umetka u plazmidni vektor pcDNA/HA-NHE3

c) zaispitivanje orijentacije umetka unutar mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3

2.2.7. Defosforilacija tupih krajeva plazmida tretiranog restrikcijskom endonukleazom PmacCl
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Kako bih sprijecila recirkulaciju plazmida pcDNA/HA-NHE3, prethodno tretiranog
endonukleazom PmacCl, plazmid sam podvrgnula postupku defosforilacije. Naime, PmaCl stvara tupe
krajeve koji se tijekom ligacije mogu spojiti i time onemogucéiti ugradnju umetka. Defosforilaciju sam
provela s enzimom fosfataza (Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP) koja s nukleotida na tupim krajevima
odcjepljuje fosfatne skupine. Na taj nacin je sprijeceno medusobno povezivanje odrezanih krajeva.

Ukratko: plazmid pocijepan s enzimom PmaCl koji sam u epruveti pomijesala zajedno s
enzimom fosfataza i prikladnim puferom sam inkubirala na 37 °C kroz 20 min. Nakon toga sam fosfatazu

inaktivirala dodatnim inkubiranjem na 65 °C tijekom 15 min.

2.2.8. Ugradnja DNA fragmenata u vektorski plazmid postupkom ligacije

Ligacija je postupak koji omogucuje ugradnju fragmenta DNA (umetka) u vektor stvaranjem
fosfodiesterskih veza izmedu vektora i umetka u prisutnosti enzima T4 DNA-ligaze. Ligaciju sam
koristila za ugradnju fragmenta AD tretiranog s PmaCl (umetak) u vektor pcDNA/HA-NHE3. Prije
provodenja ligacije bilo je neophodno pripremiti umetak i vektor. Njih sam najprije podvrgnula
djelovanju restrikcijske endonukleaze PmaCl koja vektor i umetak cijepa na dva mjesta, izmedu
nukleotida C840-G841 i C1914-G1915. Prije ligacije umetak i plazmid sam izolirala i procistila, a
plazmid sam dodatno defosforilirala da bih tijekom ligacije sprijecila medusobno povezivanje odrezanih

krajeva vektora.

Ligaciju sam provela u epruveti u prisutnosti PmaCl tretiranog i defosforiliranog plazmida
pcDNA/HA-NHE3, fragmenta AD tretiranog s PmaCl (umetak), enzima T4 ligaze i odgovarajuceg
pufera u ukupnom volumenu od 20 pl. Smjesa je sadrzavala vektor i umetak u omjeru 1:3. Za
izraCunavanje potrebne mase i omjera u reakciji koristila sam program NEBioCalculator. Reakcijsku
smjesu sam inkubirala na 16 °C u vodenoj kupelji (Termar Cyder (Applied Biosystems) preko noc¢i. Na

kraju sam enzim ligazu u ligacijskoj smjesi deaktivirala inkubiraju¢i smjesu na 65 °C tijekom 10 min.
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2.2.9. Stvaranje kompetentnih bakterijskih stanica Escherichia coli soja DH50 kemijskom metodom

Bakterijske stanice Escherichia coli soja DHSa inokulirala sam u 3 ml teku¢eg LB medija (bez
antibiotika) i pustila da narastu preko noc¢i na 37 °C uz 225 okretaja/minuti. Sve sam radila u sterilnim

uvjetima.

Sljede¢i dan sam 2.5 ml teku¢eg medija s naraslim stanicama prenijela u tikvicu sa 150 ml
teku¢eg LB medija bez antibiotika i inkubirala ga 2 sata na 37 °C i 225 okretaja/minuti. Tijekom
inkubacije sam pomocu spektrofotometra na 600 nm, provjeravala opti¢ku gustocu (OD 600) koja mi je
bila orijentir za duljinu inkubacije. Idealna gustoca stanica je 0.6, s tim da su vrijednosti 0.7 i 0.8 isto

tako prihvatljive. Ukoliko je opticka gustoca manja od 0.5, ostavila bih stanice za dodatnu inkubaciju.

Po 30 ml inkubacijskog medija sa stanicama sam nakon inkubacije prenijela u Corex tube i
centrifugirala ih 5 min na 4 °C i 5000 okretaja/minuti (3000 g). Uklonila sam supernatant, a talog sam
resuspendirala u 15 ml (1/2 volumena) hladnog 50 mM CacCl; i potom suspenziju inkubirala na ledu 30

min. Nakon inkubacije, tube sam ponovno centrifugirala 5 min na 4 °C i 5000 okretaja/minuti.

Nakon centrifugiranja sam izbacila supernatant, a stanice sam resuspendirala u 1/10 volumena
(3 ml) hladnog 50 mM CacCl; i resuspendirane stanice sam razdijelila u tubice. U svaku epruvetu sam
stavila po 100 pl resuspendiranih stanica i pohranila ih na -80 °C.

2.2.10. Transformacija bakterije E. coli soj DH5a plazmidnom DNA

Transformaciju bakterijskih stanica provela sam metodom toplinskog Soka. Ukratko, 5-10 pl
ligacijske smjese pomijesala sam s 100 pl kompetentnih bakterijskih stanica E. coli DH5a. Smjesu sam
potom inkubirala na ledu 30 minuta, nakon ¢ega sam stanice izlozila toplinskom Soku pri 42 °C kroz 45
sekundi. Nakon 1 minutnog inkubiranja bakterija na ledu, smjesi stanica sam dodala 600 pl tekuceg
SOC medija i potom smjesu inkubirala jedan sat na 37 °C uz mijeSanje na 225 okretaja/min. Nakon
inkubacije, priblizno 250 pl smjese transformiranih stanica sam nasadila na kruti selekcijski LB medij

(agar) koji sadrzi antibiotik ampicilin i ostavila ih preko no¢i na 37 °C u inkubatoru.

2.2.11. UmnaZanje plazmidne DNA i njena izolacija iz kompetentnih bakterijskih stanica pomoéu

postupka Mini/Midi prep

Plazmidnu DNA izolirala sam iz transformiranih kompetentnih bakterijskih stanica. Za malu
koli¢inu plazmidne DNA, bakterije sam inokulirala u 2 ml, dok sam za vecu koli¢inu plazmidne DNA,

bakterije inokulirala u 50 ml teku¢eg LB medija sa selekcijskim antibiotikom ampicilinom i potom ih
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ostavljala da rastu preko noc¢i na 37 °C uz 225 okretaja/min. Nakon ~18 satne inkubacije bakterije sam
centrifugirala 2 minute na 4500 g. Ostale korake sam provodila prema uputama komercijalno dostupnih
kompleta za izolaciju plazmidne DNA (Mini prep ili Midi prep kit, Qiagen).

Ukratko, istalozene bakterije sam resuspendirala u puferu za resuspendiranje nakon ¢ega sam
dodala pufer za lizu stanica i izmijeSala sadrzaj laganim okretanjem ependorfice. Nakon inkubacije od
3 minute dodala sam neutralizacijski pufer i sadrzaj odmah izmijesala laganim okretanjem ependorfice.
Nakon kratke inkubacije lizirane bakterije sam centrifugirala kroz 10 minuta pri 13000 g u reakciji Mini
prep, dok sam u reakciji Midi prep lizirane bakterije protisnula kroz filter. Nakon centrifugiranja
supernatant iz ependorfice sam prenijela na 'kolone' koje specifi¢no vezu plazmidnu DNA. Supernatant
u kojem se nalazi plazmidna DNA prilikom centrifugiranja prolazi kroz 'kolonu' pri ¢emu se plazmidna
DNA veze za kolonu. Na kraju, kolonu sam isprala dva puta otopinom za ispiranje i potom dodala 50 pl
elucijskog pufera (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) kojim sam plazmidnu DNA eluirala s membrane kolone.
Kod primjene Midi prep kompleta plazmidnu DNA sam jo§ dodano procistila precipitacijom
izopropanolom i ispiranjem u 70% etanolu. Koncentraciju plazmidne DNA sam odredivala uredajem

Nanodrop. Izoliranu i pro¢is¢enu plazmidnu DNA sam pohranila na -20°C.

2.2.12. Sekvenciranje mutirane plazmidne DNA

Za izradu ovog diplomskog rada sekvencirani su DNA uzorci mutiranih plazmida za koje je
restrikcijskim enzimima i PCR reakcijama potvrdena delecija i pravilna orijentacija umetka unutar
mutiranog plazmida. Za usluge sekvenciranja koriSten je Macrogen-ov servis za sekvenciranje
(www.macrogen.com) koji se nalazi u Amsterdamu, Nizozemska. KoriStena je njihova usluga
"Standard-seq single Regular", a za pocetnice prilikom sekvenciranja su koriStene pozitivna pocetnica
A 1 negativna pocetnica D te novodizajnirana pocetnica 1358 koju je za potrebe sekvenciranja za nas

izradio Macrogen.

Uzorci su sekvencirani iz oba smjera, koriStenjem pozitivne (A) i negativne (D) pocetnice,

radi to¢nog Citanja Citavog slijeda.

2.2.13. Kultura stanica

Stanice PS120 su komercijalne stanice kultivirane iz fibroblasta plu¢a hrcka. Uzgajaju se u
uvjetima in vitro u inkubatoru za stani¢nu kulturu, u atmosferi od 5% CO i pri temperaturi od 37 °C, u
hranjivom mediju DMEM nadopunjenom s 10% fetalnim govedim serumom (FBS, od engl. fetal bovine
serum). Sve postupke pri radu sa stani¢énim kulturama provodila sam sa sterilnim otopinama i u kabinetu

za rad u sterilnim uvjetima s laminarnim protokom zraka.
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Stanicama sam mijenjala hranjivi medij svaka 3-4 dana. U hranjivi medij za netretirane stanice
PS120 nisam dodavala antibiotik, dok sam u medij za transfecirane stanice dodavala antibiotik G418 u
koncentraciji od 400 pg/ml (selekcijski medij). Presadivanje stanica provodila sam priblizno jednom
tiedno odnosno kad god je konfluentnost stanica na podlozi na kojoj rastu bila izmedu 90 - 100%.
Presadivanje Stanica sam provodila na sljede¢i nacin: najprije sam sterilnom staklenom pipetom sam iz
bocice uklonila stari medij, zatim sam dodala 5 ml pufera HBSS kojeg sam uklonila nakon inkubacije
od 3-5 min i na kraju stanice inkubirala 1-2 min u 1 ml tripsina (0.05%). Tripsin odvaja stanice od
podloge (tripsinizacija stanica). Kada su se stanice odvojile od podloge dodala bih 5 ml hranjivog medija
1 stanice resuspendirala provlac¢enjem kroz pipetu. Na kraju bih, ovisno o potrebi, odgovaraju¢i volumen
resuspendiranog medija sa stanicama (kap ili veé¢i volumen) prenijela u novu bocicu U koju sam
prethodno dodala 5-8 ml hranjivog medija, a preostale stanice bih bacila. Stanice bih ponovno pohranila
u inkubator na 37 °C i 5% CO..

2.2.14. Transfekcija plazmidne DNA u stani¢nu kulturu fibroblasta

Transfekcija je postupak unoSenja plazmidne DNA u stanice u svrhu izrazavanja 1/ili ispitivanja

specifi¢nog proteina u stanicama.

Transfekciju sam izvodila na sljedeé¢i nacin: nasadila sam PS120 stanice 24 sata prije provodenja
pokusa u ploc¢icu sa 6 bunari¢a tako da su na dan pokusa stanice bile 80% konfluentne. Pokus sam
zapocinjala tako da sam za svaki plazmid koji sam planirala transfecirati pripremala dvije otopina u
tubicama. U jednoj sam pomijeSala ~1 pg odgovarajuéeg plazmida s 250 ul medija bez seruma
(OptiMEM medij), a u drugoj sam pomijeSala 6 ul Lipofektamina 2000 s 250 ul OptiMEM medija.
Priredene otopine sam ostavila da se inkubiraju 15 min na sobnoj temperaturi i zatim sam otopine
medusobno pomijesala i inkubirala ih narednih 15 minuta. U meduvremenu sam stanice nasadene u
plocici s bunari¢ima isprala dva puta OptiMEM medijem. Stanice sam inkubirala 5 sati s mjeSavinom
Lipofectamina i plazmida na 37 °C uz 5% CO,. Nakon inkubacije stanicama sam dodala 3 ml medija
DMEM bez antibiotika i ostavila preko no¢i. Idu¢e sam jutro promijenila medij i stanice ostavila daljnjih
24 sata u DMEM mediju bez antibiotika. Ukoliko je bilo potrebno stanice sam presadila. Nakon 24 sata
stanicama sam promijenila medij i inkubirala ih u mediju DMEM sa selekcijskim antibiotikom G418 u
koncentraciji od 800 pg/ml $to je dvostruko veca koncentracija od koncentracije koja se koristi za
normalno odrzavanje i pasazu stanica PS120. Nakon druge pasaze i konfluentnosti stanica od 60-70%

napravila sam prvo zakiseljavanje stanica.

2.2.15. Selekcija stanica postupkom zakiseljavanja
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Postupak zakiseljavanja (eng. acid loading) koristila sam za odabir transfeciranih stanica PS120
koje imaju dobru ekspresiju mutiranog proteina NHE3 u membrani. Ovim se postupkom PS120 stanice
izlazu letalnoj koncentraciji kiseline (40 mM NH4Cl) koja dovodi do akutnog unutarstani¢nog
zakiseljavanja. Za oporavak stanica je neophodna prisutnost proteina NHE3 u membrani stanice. Stoga,
daljnja inkubacija stanica u otopini koja sadrzi Na" omogucit ¢e prezivljavanje samo onih stanica koje

u svojoj membrani posjeduju funkcionalni protein NHE3.

Ukratko: stanice PS120 transfecirane plazmidom nasadene u bodicu i ostavljene rasti do 70-
80% konfluentnosti inkubirala sam s 40 mM NH4CI kroz 60 minuta. Nakon isteka inkubacije, staklenom
pipetom sam iz bodice usisala kiseli inkubacijski medij i stanice dva puta isprala otopinom 1x TMA.
Nakon ispiranja, stanice sam 1 sat inkubirala s 2 mM NaCl. Na kraju sam uklonila inkubacijsku otopinu
NaCl i u boc¢icu dodala DMEM selekcijski medij s antibiotikom G418 (400 ug/ml).
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3.1. Dizajniranje pocetnica za mutiranje gena NHE3

U dizajniranju pocetnica za izradu delecije unutar sekvence gena NHE3 bilo je potrebno najprije
odrediti krajnje pozicije za pocetnice unutar sekvence NHE3. U definiranju tih pozicija trebalo je
zadovoljiti sljede¢e uvjete: (1) da se izmedu krajnjih pozicija pocetnica nalazi sekvenca koju treba
ukloniti, (2) da se izmedu krajnjih pozicija pocetnica nalaze restrikcijska mjesta koja ¢u koristiti za
umetanje mutiranog fragmenta u plazmid pcDNA/NHE3 i (3) da su fragment prije i nakon delecije

razlicite veli¢ine tako da ih se moze lakSe razlikovati gel elektroforezom.

Dizajnirala sam pet pocetnica. Dvije su pocetnice postavljene tako da ,,granice” s mjestom
delecije. Pocetnicu koju sam pozicionirala neposredno prije same delecije nazvala sam pocetnica B, dok
sam pocetnicu koja je pozicionirana neposredno iza delecije nazvala pocetnica C. Kako sam za izradu
delecije odabrala metodu preklapanja krajeva dvaju fragmenata tako sam pocetnicama B i C pri
dizajniranju dodala tzv. preklopne sekvence. U pocetnici B je preklopna sekvenca sadrzavala slijed baza
(9 parova baza) koji je bio komplementaran slijedu baza koje se nalaze neposredno iza mjesta delecije.
U pocetnici C je preklopna sekvenca sadrzavala slijed baza (18 parova baza) koji je bio komplementaran

slijedu baza koje su prethodile mjestu delecije (Slika 8.).

Oaa 100 200 300 400 500 600 700 800
) pb 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400
I | | | | | | | |
A C
— Ny
=, I I < I
) 1

PmacCl B PmacCl D

280 aa. 638 aa.

838 pb 1912 pb

Slika 8: Dizajniranje pocetnica za deleciju gena NHE3. Pocetnice A (pozitivna) i D (negativna)
nalaze se na dva suprotna kraja od mjesta delecije, dok su pocetnice B (negativna) i C (pozitivna)
pozicionirane neposredno prije i poslije delecije. Pocetnice B i C posjeduju na svom 5'-kraju
preklopne nastavke. Izmedu pocetnica A i B nalazi se jedno restrikcijsko mjesto za restrikcijsku
endonukleazu PmaCl, dok se izmedu pocetnica C i D nalazi drugo restrikcijsko mjesto za PmacCl.
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Pozicije za sljede¢e dvije pocetnice, pocetnicu A i poéetnicu D, odredila sam nakon analize
sekvence gena NHE3 u kojoj sam trazila potencijalna restrikcijska mjesta za restrikcijske endonukleaze
koje bih iskoristila u zavr$noj fazi stvaranja delecije unutar sekvence gena NHE3. Budu¢i da se nije
mogla pronaci kombinacija dviju restrikcijskih endonukleaza koje plazmid pcDNA/HA-NHE3 cijepaju
samo na jednom mjestu, odabir se u konacnici sveo na endonukleazu PmaCl koja sekvencu gena NHE3
cijepa na dva mjesta i pritom ne djeluje na vektor pcDNA 3.1(+). Enzim PmaCl cijepa sekvencu gena
NHES3 na dva mjesta, izmedu nukleotida C840-G841 i C1914-G1915.

Pozicije restrikcijskih mjesta za enzim PmaCl utjecale su na izradu pocetnica A i D. Pocetnica
A je postavljena neposredno ispred 280., dok sam pocetnicu D postavila stotinjak nukleotida dalje iza
638. kako bi mi u sljede¢im koracima bilo lakSe raspoznavati PCR produkte stvorene djelovanjem

pocetnice D.

Pozitivna (sense) pocetnica A i negativna (antisense) pocetnica B koriStene su za stvaranje
fragmenta AB koji na svom kraju sadrzi preklopnu sekvencu koja potjece od pocetnice B. Pozitivna
pocetnica C i negativna pocetnica D stvaraju fragment CD na ¢ijem se pocetku nalazi preklopna
sekvenca koja potjece od pocetnice C. Povezivanjem fragmenata AB i CD nastaje fragment AD iz kojeg

je uklonjena Zeljena sekvenca.

Pri konstrukciji pocetnica pazila sam da pocetnice budu najmanje 18 pb i da preklopni nastavci
pocetnica B i C budu dovoljno dugi za lakSe povezivanje. Nastojala sam izraditi poCetnice ¢ije bi
temperature spajanja bile priblizno jednake te da nemaju medusobno komplementarne dijelove kako ne

bi doslo do nezeljenog medusobnog spajanja.

Peta pocetnica je imala testnu ulogu i njome sam planirala testirati uspjeSnost delecije u
fragmentu AD. Stoga je testna pocetnica (pocetnica T) bila komplementarna sekvenci koja se nalazila

unutar podrucja delecije.

3.2. Konstrukcija mutirane sekvence NHE3

Stvaranje fragmenta AD iz kojeg je izbacena sekvenca koja kodira 24 aminokiseline (Leu586 —
Arg609) provedeno je kroz nekoliko koraka. U prvom sam koraku uz pomo¢ pocetnica generirala dva
fragmenta DNA; fragmente AB i CD. Budu¢i da je negativnoj pocetnici B i pozitivnoj pocetnici C na
5'-krajevima dodana preklopna sekvenca to ¢e fragmenti AB i CD biti uvecani za duzinu preklopnih
sekvenci (Slika 9.a.). U drugom koraku dolazi do povezivanja dvaju fragmenata i sinteze
komplementarnih lanaca nakon cCega nastaje mutirani fragment AD. U treCem koraku se mutirani

fragment AD izolira i koristi kao predlozak za umnozavanje uz pomo¢ pocetnica A i D.

3.2.1. Stvaranje fragmenata AB i CD
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Fragment AB zavrSava neposredno prije, dok fragment CD zapocinje neposredno nakon
sekvence koju sam planirala izbaciti iz sekvence gena NHE3. Fragment AB, pored sekvence koja
odgovara slijedu aminokiselina Leu273-Tyr585, na svom kraju sadrzi tzv. preklopnu sekvencu koja se
komplementarno sparuje sa sekvencom za aminokiseline Asp610-Glu612. Fragment CD, pored
sekvence koja odgovara slijedu aminokiselina Asp610-Asp750, na svom pocetku sadrzi preklopnu
sekvencu koja se komplementarno sparuje sa sekvencom za aminokiseline Glu580-Tyr585. Prema tome,
fragment AB je zajedno sa preklopnim nastavkom dug 948 pb, dok je fragment CD zajedno sa svojom
preklopnim nastavkom dug 441 pb. Fragmente AB i CD sam nakon provedene PCR reakcije
vizualizirala pomocu gel elektroforeze. Veli¢ine dobivenih fragmenata sam odredivala usporedbom sa
pozicijama biljega standardnog DNA markera od 1 kb. Iz Slike 9.b. vidljivo je da veli¢ine fragmenata

AB i CD odgovaraju oc¢ekivanim vrijednostima.

a) b)

pb
C 10000
ﬁ_. Noes 8000
m 6000
5000
S 4000

B “b
3000
2500
PCRl 2000
preklopni nastavak 1500
fragment AB (948 pb)
ro o 1000
komplementarno sparivanje
A
" fagmen {CD (441 pb) e
preklopni nastavak fragment CD (441 pb)

500
300

Slika 9. Stvaranje fragmenata AB i CD pomocu reakcije PCR. (a) PCR reakcijama u kojima
je plazmid pcDNA/HA-NHE3 pomijesan s pocetnicama A i B odnosno pocetnicama C i D nastaju
dva PCR produkta, fragment AB koji je s preklopnim nastavkom dug 948 pb odnosno fragment
CD koji je s preklopnim nastavkom dug 441 pb. (b) Vizualizacija PCR produkata na gel
elektroforezi pokazuje da se fragment AB (linija 1) nalazi na ocekivanoj visini od ~950 pb, dok
se fragment CD (linija 2) nalazi na ocekivanoj visini od ~440 pb. M oznacava 1 kb marker DNA
za procjenu velicine fragmenata DNA.
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3.2.2. Povezivanje komplementarnih krajeva fragmenata AB i CD

Nakon izolacije, dobivene fragmente AB i CD sam povezala i umnozila. Tijekom reakcije PCR
lanci svakog fragmenta su se prvo razdvojili (95 °C), zatim su se razdvojeni lanci na nizoj temperaturi
(72 °C) povezali preko preklopnih nastavaka da bi se na kraju Tag polimeraza vezala na krajeve
povezanih dijelova lanaca i sintetizira komplementarne lance koristeci slobodne dijelove povezanih
lanaca za predlozak (Slika 10.a.).

Ova je reakcija PCR provedena u prisutnosti fragmenata AB i CD, Taq polimeraze, nukleotida
i odgovarajuceg pufera, a u odsutnosti pocetnica. Buduci da nema pocetnica tijekom ove reakcije ne
dolazi do umnozavanja fragmenta AD. Stvaraju se male koli¢ine fragmenta AD buduci da Taq
polimeraza moze sintetizirati komplementarne lance samo na kalupima lanaca fragmenata AB i CD koji
su se medusobno povezali preko preklopnih nastavaka (Slika 10.a. shematski prikaz djelovanja Taq

polimeraze na dnu slike).

a)
fragment AB
----- fragment fragmenti
et wAD AD/AB/CD
fragment CD
PCRl
lanci se povezuju preko
preklopnih nastavaka
111101 ——
fragment AB DNA polimeraza
DU 1111 -
DNA polimeraza fragment CD

sintetizira komplementarne
lance pocevsi od mjesta
gdje su lanci povezani

Slika 10. Povezivanje fragmenata AB i CD i stvaranje fragmenta AD pomocu reakcije PCR. (a)
PCR reakcijom je omoguceno povezivanje fragmenata AB i CD preko njihovih komplementarnih
sekvenci. Na povezane fragmente se veze DNA polimeraza koja sintetizira odgovarajuce
komplementarne lance. Nastaje fragment AD. (b) Uzorak PCR reakcije na gel elektroforezi (linija 2)
pokazuje prisutnost triju fragmenata: AB (948 pb), CD (441 pb) i fragmenta AD (1362 pb). Fragment
AD je ocekivane velicine. Kao kontrola koristen je fragment wAD (linija 1) nastao PCR reakcijom u
kojoj su pocetnice A i D pomijesane s nemutiranim plazmidom pcDNA/HA-NHE3. Fragment wAD,
dug 1434 pb, se nalazi neznatno ispod biljega za 1500 pb i ocekivano je veci od mutiranog fragmenta
AD. M oznacava 1 kb marker DNA za procjenu velicine fragmenata DNA.
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Fragment AD je mutirani fragment nastao postupkom povezivanja fragmenata AB i CD preko
preklopnih nastavaka pomocu kojih je iz sekvence gena NHE3 izbacena sekvenca koja kodira 24
aminokiseline (Leu586 — Arg609). Mutirani fragment AD je stoga za 72 nukleotida kra¢i od fragmenta
koji nastaje kad se pocetnice A i D pomijeSaju s nemutiranim plazmidom pcDNA/HA-NHE3 (fragment
WAD). Mutirani fragment AD je dug 1362 parova baza, dok je fragment wAD dug 1434 parova baza.
Fragment wAD sam koristila kao kontrolu u odredivanju veli¢ine mutiranog fragmenta AD. Kao §to se
moze vidjeti na slici 10.b. fragment AD (linija 2) je neSto nize pozicioniran od fragmenta wAD c¢ija je
veli¢ina neznatno ispod biljega za 1500 parova baza (Slika 10.b. linija 1).

U ovom koraku stvorila sam mutirani fragment AD kojeg sam izolirala iz gela za potrebe

sljede¢e PCR reakcije.

38



3.2.3. UmnoZavanje fragmenta AD

Mutirani fragment AD, stvoren u prethodnoj PCR reakciji, sam izolirala iz gela i koristila ga
kao predlozak za umnoZavanje u sljedec¢oj PCR reakciji (Slika 11.a.). Ovoj su PCR reakciji pored

fragmenta AD, Tag polimeraza, nukleotida i odgovarajuéeg pufera dodane i pocetnice A i D.

Na slici 11.b. prikazani su rezultati umnozavanja mutiranog fragmenta AD (linija 1). Kao
kontrolu koristila sam fragment wAD, prikazan u liniji 2, koji je dobiven PCR reakcijom u kojoj su
pocetnice A i D pomijeSane s nemutiranim plazmidom pcDNA/HA-NHE3. Kako je fragment wAD za
72 nukleotida ve¢i od mutiranog fragmenta AD to bi se na elektroforezi morao naci iznad mutiranog
fragmenta AD. Na slici 11.b. moze se jasno vidjeti da je fragment AD manji od fragmenta wAD koji se
nalazi neznatno ispod razine DNA biljega koji oznacava 1500 parova baza $to odgovara ocekivanoj

veli€ini fragmenta wAD od 1434 parova baza.

fragment AD

fragment fragment
R R R R RN RN RN RN RN RN RN RN R pb AD wAD

; 10000
v l DNA polimeraza 6000
poCetnicaA  PCR

3000
—_ 2500

""""""""""""" 2000
1500

l pocetnica D

700

umnoZeni mutiranifragment AD 500

300

Slika 11. UmnoZavanja fragmenta AD pomoc¢u reakcije PCR. (a) Shematski prikaz PCR
reakcije kojom se u prisutnosti pocetnica A i D umnoZava fragment AD. (b) U liniji 1 je prikazan
umnozeni mutirani fragment AD ocekivane velicine od 1362 pb. Kao kontrola koristen je fragment
WAD koji je za 72 nukleotida veci od mutiranog fragmenta AD. U liniji 2 vidljiv je fragment wAD
koji se ocekivano nalazi iznad mutiranog fragmenta AD. M oznacava 1 kb marker DNA za
procjenu velicine fragmenata DNA.
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3.3. Tretiranje fragmenta AD i plazmida pcDNA/HA-NHES3 restrikcijskom

endonukleazom PmacCl

Za umetanje fragmenta s delecijom u plazmid pcDNA/HA-NHE3 bilo je potrebno oboje,
mutirani fragment AD i plazmid pcDNA/HA-NHE3 tretirati restrikcijskom endonukleazom PmacCl koja
sekvencu gena NHE3 reze na dva mjesta, izmedu nukleotida C840-G841 i C1914-G1915.

Djelovanjem enzima PmaCl na plazmid pcDNA/HA-NHE3 nastaju dva fragmenta od kojih veci
fragment predstavlja linearizirani plazmid s dijelom sekvence HA-NHE3, dok manji fragment
predstavlja dio gena HA-NHE3 izmedu dva PmacCl restrikcijska mjesta (Slika 12.a). Veci fragment je
dug 6931 parova baza, dok je manji dug 1074 parova baza. S druge strane, djelovanjem enzima PmaCl
na mutirani fragment AD nastaju tri fragmenta. Najveci fragment (1002 para baze) ¢ini segment izmedu
PmacCl restrikcijskih mjesta i u njemu se nalazi podrucje delecije. Preostala dva fragmenta ¢ine segmenti
od PmacCl restrikcijskih mjesta do jednog (24 para baze) i drugog (336 para baze) kraja mutiranog
fragmenta AD (Slika 12.a.).

Na slici 12.b. pokazani su produkti DNA nastali djelovanjem endonukleaze PmaCl na mutirani
fragment AD (linija 1) i na plazmid pcDNA/HA-NHES3 (linija 2). Inkubacija endonukleaze s plazmidom
dovela je do nastanka dva fragmenta. Manji fragment je pozicioniran neznatno iznad biljega za 1000
parova baza, dok je ve¢i fragment razvucen na elektroforezi pa se sa sigurnos¢u moze samo reéi da je
njegova velic¢ina iznad 6000 parova baza §to bi osnovi odgovaralo o¢ekivanoj veli€ini fragmenta. Naime,
kako je pokazano na slici 12.a. veéi fragment obuhvaca plazmidnu DNA plus segmente od PmaCl
restrikcijskih mjesta do jednog i drugog kraja HA-NHE3 sekvence. Inkubacijom PmaCl sa mutiranim
fragmentom AD nastala su dva fragmenta (linija 1). Veci fragment je na visini nesto nizoj od 1000
parova baza, dok je pozicija manjeg fragmenta na visini malo iznad biljega za 300 parova baza (prikazan
strelicom na slici 12.b.). Prema slici 12.a. djelovanjem PmaCl nastaje i tre¢i fragment no zbog male

veli¢ine (24 pb) ne moZze ga se vidjeti na gelu.
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Slika 12. Tretiranje fragmenta AD i plazmida pcDNA/HA-NHE3 endonukleazom PmacCl. (a)
Shematski su prikazana restrikcijska mjesta PmaCl unutar NHE3 molekule. U gornjem dijelu slike
prikazani su fragmenti nastali djelovanjem enzima PmaCl na mutirani fragment AD, dok su u donjem
dijelu prikazani fragmenti koji nastaju djelovanjem PmaCl na plazmid pcDNA/dHA-NHES3. (b) U liniji
1 pokazano je da djelovanjem PmaCI na mutirani fragment AD nastaju dva fragmenta. Veci fragment,
Cija je ocekivana duljina 1002 pb, se nalazi neznatno nize od razine biljega za 1000 pb. Manji fragment,
s ocekivanom velicinom od 336 pb, se nalazi na razini malo iznad razine biljega za 300 pb. Djelovanje
PmaCl na plazmid prikazani su u liniji 2 u kojoj se vidi da su nastala dva fragmenta. Veci razvuceni
fragment se nalazi na razini iznad 6000 pb, dok se manji nalazi na visini od ~/000 pb. Razlika u velicini
veceg fragmenta u liniji 1 i manjeg u liniji 2 odgovara sekvenci za 24 aminokiseline. M oznacava 1
kb marker DNA za procjenu velicine fragmenata DNA.

Nakon $to je testiranje pokazalo da sam dobila Zeljene fragmente kompletan preostali sadrzaj
PCR reakcija sam elektroforezom razvukla na gelu i iz gela izolirala zeljene DNA fragmente koji su mi

dalje potrebni za postupak ligacije, plazmidni vektor i mutirani dio sekvence NHES3.
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3.4. Povezivanje plazmida pcDNA/HA-NHE3 i mutiranog fragmenta AD prethodno

tretiranih endonukleazom PmacCl

Povezivanje umetka, fragment s delecijom nastao djelovanjem PmaCl na mutirani fragment
AD, i plazmida pcDNA/HA-NHE3, koji je prethodno tretiran PmacCl, provela sam postupkom ligacije.
Kako restrikcijska endonukleaza PmaCl cijepanjem DNA stvara tupe krajeve moguce su greske u
postupku ligacije. S jedne strane, moze do¢i do spontane recirkularizacije lineariziranog plazmida
pcDNA/HA-NHE3 medusobnim povezivanjem odrezanih tupih krajeva, a s druge do pogresne

orijentacije umetka.

Kako bih sprijecila recirkularizaciju plazmida, endonukleazom PmaCl tretirani plazmid
pcDNA/HA-NHE3 sam tretirala enzimom fosfataza koja s nukleotida na oba tupa kraja lineariziranog
plazmida uklanjanja fosfatne skupine. Ovaj se postupak naziva defosforilacija i njime sam nastojala
sprije¢iti moguénost da se u prisutnosti enzima ligaze krajevi lineariziranog plazmida medusobno

povezu ¢ime bi se sprijecilo umetanje umetka.

Defosforilirani linearizirani plazmid pcDNA/HA-NHE3 sam povezala s umetkom u reakciji u
kojoj su najbolji rezultati postignuti kad je njihov medusobni volumni omjer bio 3:1 (plazmid:umetak).
Na slici 13 prikazan je rezultat ligacije defosforiliranog lineariziranog plazmida pcDNA/HA-NHE3 i
umetka. Kako se moze vidjeti u liniji 2 ligacijom umetka i lineariziranog plazmida nastaje nekoliko
plazmidnih DNA koje mogu biti posljedica razli¢ite strukture DNA. Prisutnost DNA fragmenta na
udaljenosti od priblizno 1000 pb iznad fragmenta koji je gotovo paralelan s DNA fragmentom u liniji 1,
koji je nastao djelovanjem PmaCl na plazmid, snazno sugerira da bi se moglo raditi o plazmidu u koji

se ugradio umetak.

U ovom sam koraku postupkom ligacije stvorila plazmid pcDNA/dHA-NHE3 s mutiranim
genom HA-NHES3 iz kojeg je postupkom delecije iz citoplazmatskog dijela sekvence gena NHE3

izbacena sekvenca koja kodira 24 aminokiseline.
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Slika 13. Ligacija defosforiliranog lineariziranog plazmida pcDNA/HA-NHE3 i umetka.
U liniji 1 prikazan je linearizirani plazmid pcDNA/HA-NHES3 tretiran fosfatazom s ciljem
uklanjanja fosfatnih skupina s tupih krajeva, dok je u liniji 3 prikazan umetak, fragment s
delecijom, dug ~1000 pb. Oba uzorka su koristena kao orijentir za rezultate ligacije plazmida
i umetka prikazane u liniji 2. u kojoj se moze vidjeti nekoliko DNA fragmenata. Fragment
velicine ~1000 pb odgovara velicini umetka, dok DNA fragment velicine ~7000 pb odgovara
velicini plazmida pcDNA/HA-NHE3 tretiranog PmacCl. Iznad ovog fragmenta nalazi se na
udaljenosti od ~1000 pb jos jedan fragment koji sugerira da se radi o Zeljenom produktu
ligacije umetka i plazmida. M - oznacava 1 kb marker DNA za procjenu velic¢ine fragmenata
DNA.
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3.5. Transformacija mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3 u kompetentne bakterijske

stanice

Nakon ligacije, novostvoreni mutirani plazmid pcDNA/dHA-NHE3 sam postupkom
transformacije unijela u kompetentne bakterijske stanice Escherichia coli soja DH5c metodom

toplinskog Soka. Uspjesna transformacija kompetentnih stanica oCitovala se naraslim bakterijskim

kolonijama (Slika 14.).

Slika 14: . Transformacija plazmida pcDNA/dHA-NHE3 u kompetentne bakterijske
stanice. Prikazan je kruti selekcijski LB medij s naraslim bakterijskim kolonijama kompetentnih
DH5a stanica. Narasle su samo one kolonije stanica koje su uspjesno transformirane mutiranim
plazmidom pcDNA/JHA-NHE3 buduci da plazmid sadrzi gen za otpornost na antibiotik
ampicilin. Flomasterom zaokruzene kolonije odabrala sam za postupak izolacije plazmida iz
bakterija.

Za izolaciju plazmidne DNA odabrala sam pet kolonija koje sam nasadila na kruti selekcijski
LB medij (za kasnije potrebe) i u teku¢i LB medij sa selekcijskim antibiotikom ampicilinom. Nakon
inkubacije izolirala sam mutirani plazmid pcDNA/dHA-NHE3 iz umnozenih bakterija uz pomo¢ Mini

prep kompleta, a koncentracije izolirane plazmidne DNA sam odredivala uz pomo¢ uredaja Nanodrop.
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3.6. Odabir plazmida pcDNA/dHA-NHES3 s pravilno orijentiranim umetkom

S obzirom da endonukleaza PmaCl pri rezanju tupe krajeve, podjednaka je vjerojatnost da se
fragment s delecijom (umetak) prilikom umetanja u endonukleazom tretiran i defosforiliran pcDNA/HA-
NHE3 poveze u ispravnom ili obrnutom smjeru. Stoga sam se za pronalaZenje mutiranog plazmida
pcDNA/dHA-NHES3 s ispravno orijentiranim umetkom Koristila dvama testovima. Jedan se bazirao na

primjeni restrikcijskih enzima, a drugi na primjeni reakcije PCR.

3.6.1. Ispitivanje orijentacije pomocu restrikcijskih enzima

Od restrikcijskih enzima koristila sam Hindlll ¢ije se restrikcijsko mjesto nalazi na samom
pocetku gena NHE3 i koji je zajedno s Xbal koristen za umetanje sekvence NHE3 u viSestruko mjesto
za kloniranje unutar plazmida pcDNA 3.1(+) i stvaranje plazmida pcDNA/HA-NHE3. Drugi enzim je
Kpnl, ¢ije je jedinstveno restrikcijsko mjesto, smjeSteno izmedu nukleotida C1185-C1186, unutar
umetka (fragmenta s delecijom) koji je postupkom ligacije umetnut u pcDNA/HA-NHE3. Endonukleaza
Kpnl se nametnula kao najbolji izbor za ispitivanje orijentacije umetka iz dva razloga: ne djeluje na
plazmid pcDNA 3.1(+) i njeno se restrikcijsko mjesto nalazi u prvoj tre¢ini umetka. Primjenom
endonukleaza Hindlll i Kpnl mogla sam ustanoviti je li umetak orijentiran u pravom ili obrnutom
smjerul.

1z shematskog prikaza sekvence HA-NHES3 i restrikcijskih mjesta za Hindlll i Kpnl (Slika 15.a.)
vidljivo je da ¢e pri pravilnoj orijentaciji umetka unutar mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3
inkubacija s endonukleazama HindI11/Kpnl dovesti do stvaranja fragmenta dugog 1266 pb. U slucaju da
je prilikom ligacije doslo do pogresne, obrnute, orijentacije umetka unutar mutiranog plazmida tada ¢e
primjena endonukleaza Hindlll/Kpnl dovesti do stvaranja fragmenta dugog 1578 pb. Ispitivala sam
orijentaciju u mutiranim plazmidima pcDNA/dHA-NHE3 izoliranim iz pet razli¢itih kolonija
inkubacijom mutiranih plazmida s kombinacijom endonukleaza HindIll/Kpnl na 37 °C kroz sat
vremena. Rezultate djelovanja endonukleaza sam provjerila elektroforezom koja je pokazala da je
umetak pravilno orijentiran u mutiranim plazmidima izoliranim iz dvije kolonije, C1 (linija 2) i C5
(linija 6). 1z mutiranih plazmida izoliranih iz ovih kolonija endonukleaze su stvorile dva fragmenta,
jedan koji obuhvaca vektorsku DNA plus zavr$ni dio sekvence HA-NHE3, i drugi, koji obuhvaca
segment sekvence HA-NHE3 izmedu Hindlll i Kpnl restrikcijskog mjesta, dug 1266 pb. U mutiranim
plazmidima izoliranim iz C2 i C4 kolonije (linija 3 i 5) djelovanje endonukleaza stvorilo je segment
veli¢ine iznad 1500 parova baza $to odgovara obrnutoj orijentaciji umetka unutar mutiranog plazmida.
Djelovanje endonukleaza na mutirani plazmid izoliran iz C3 kolonije stvorilo je fragment koji ne
odgovara niti jednoj od dvije ispitivane orijentacije umetka. Kao kontrolu koristila sam nemutirani

plazmid pcDNA/HA-NHE3 kojeg sam inkubirala s endonukleazama Hindlll/Kpnl. Djelovanjem
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endonukleaza nastaje fragment dug 1266 pb potvrdujuci tako rezultate pokazane u liniji 2 i 6 u kojima

je umetak pravilno orijentiran unutar mutiranog plazmida.

a)
Sekvenca HANHE3 s umetkom pravilno orijentiranim Sekvenca HANHE3 s umetkom obrnuto orijentiranim

! | ! | | seesto ) ! § J swses 3 1 |

i [ I [
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Hindll PmacCl Kpnl Pmacl Hindlll PmaCl Kpnl PmaCl
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Slika 15. Ispitivanje orijentacije umetka unutar mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3
restrikcijskim endonukleazama. a) Shematski su prikazane sekvence HA-NHE3 s umetkom (oznacen
zeleno). Na lijevoj strani sheme je sekvenca HA-NHES3 s pravilno orijentiranim umetkom, dok se na
desnoj strani nalazi sekvenca HA-NHE3 s obrnuto orijentiranim umetkom. Kod pravilno orijentiranog
umetka nakon inkubacije HA-NHE3 s endonukleazama HindlIll i Kpnl nastaje fragment dug 1266 pb,
dok kod obrnuto orijentiranog umetka nastaje fragment dug 1578 pb. b) Prikazana je elektroforeza
mutiranih plazmida pcDNA/dHA-NHES3 izoliranih iz pet razlicitih kolonija (linije 2-6) i inkubiranih s
endonukleazama Hindll1/Kpnl. U plazmidima izoliranim iz C1 (linija 2) i C5 (linija 6) kolonija nastaje
DNA fragment dug ~/300 pb sto sugerira da je umetak pravilno orijentiran. U ostalim kolonijama
nalazi ukazuju da je umetak obrnuto orijentiran unutar mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3. U
liniji 1 je nemutirani plazmid pcDNA/HA-NHE3 inkubiran s HindIIl/Kpnl koji sluzi kao kontrola. M -
oznacava 1 kb marker DNA.
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3.6.2. Ispitivanje orijentacije umetka pomoéu reakcije PCR

Plazmide pcDNA/dHA-NHES3 s pravilno orijentiranim umetkom provjerila sam reakcijom PCR
kako bih dodatno potvrdila pravilnu orijentaciju. Reakciju sam provodila pomoéu enzima Tag
polimeraza i pocetnica A, B i C. Za predloske sam koristila kontrolni plazmid pcDNA/HA-NHE3,
mutirane plazmide pcDNA/dHA-NHE3 izolirane iz kolonija C1 i C5, te jedan mutirani plazmid koji je

prethodnom provjerom pokazao neispravnu orijentaciju.

Svaki plazmid sam inkubirala u dvije zasebne reakcijske smjese. U jednoj je plazmid inkubiran
s po¢etnicama A i B, a u drugoj s poCetnicama A i C. U slu¢aju pravilne orijentacije, Tag polimeraza bi
u smjesi plazmida pcDNA/dHA-NHES3 i pocetnica A i B, trebala stvoriti fragment duljine 939 pb. U
slucaju obrnute orijentacije, negativna pocetnica B komplementarna sa sekvencom unutar umetka, ¢e se
poceti ponasati kao pozitivna pocetnica i djelovati ¢e u istom smjeru kao pocetnica A. U skladu s takvim
ponaSanjem pocetnice B, u reakcijskim smjesama se nece stvoriti oekivani fragmenti. Kod inkubacije
mutiranih plazmida pcDNA/dHA-NHES3 s pocetnicama A i C situacija bi bila obrnuta. Taq polimeraza
bi u slucaju obrnute orijentacije umetka, u prisutnosti pozitivnih pocetnica A i C stvorila fragment dug
~100 pb jer bi se sada pocetnica C ponaSala kao negativna pocetnica. Na slici 16 je prikazan rezultat
reakcije PCR. Nemutirani plazmid pcDNA/HA-NHE3 Kkoristila sam kao kontrolu i rezultati su prikazani
u liniji 11 2. U prvoj liniji koja je rezultat inkubacije plazmida i pocCetnica A i B jasno se vidi fragment
od ~939 pb koji nastaje kod pravilne sekvence. Nema fragmenta ukoliko je plazmid inkubiran sa
pozitivnim poc¢etnicama A i C buduci da se u normalnoj sekvenci obje poc¢etnice ponasaju kao pozitivne
pocetnice. IdentiCan rezultat se moze vidjeti u linijama tri, Cetiri, Sest i sedam gdje su kao predlosci
koristeni mutirani plazmidi pcDNA/dHA-NHE3 koji su u prethodnoj provjeri s restrikcijskim
endonukleazama pokazali pravilnu orijentaciju. Zadnje dvije linije prikazuju rezultate inkubacije
mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3 s neispravnom orijentacijom umetka. U liniji 8 se jasno vidi da
nema stvaranja fragmenta od 939 pb buduci da se kod obrnute orijentacije negativna pocetnica B pocinje

ponasati kao pozitivna pocetnica.
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pcDNA/ dHANHE3 pcDNA/dHANHE3

pcDNA/HANHE3 klon 1 (C1) klon 5 (C5) klon 4 (C4)
pocetnice pocetnice pocetnice pocetnice
A/B A/C A/B Al/C e A/B A/C A/B A/C

Slika 16. Ispitivanje orijentacije umetka unutar mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3
pomoéu reakcije PCR. U prve dvije linije, kao predlozak, sam koristila kontrolni plazmid
pcDNA/HA-NHE3 gdje se u prvoj liniji jasno vidi rezultat pravilne orijentacije prisutnoséu
fragmenta od 939 pb dok u drugoj nema fragmenta koji bi nastao u slucaju neispravne orijentacije.
Identican rezultat se moze vidjeti u linijama tri, Cetiri, Sest i sedam gdje su kao predlosci koristeni
mutirani  plazmidi pcDNA/dHA-NHE3 koji su u prethodnoj provjeri s restrikcijskim
endonukleazama pokazali pravilnu orijentaciju. Zadnje dvije linije prikazuju plazmid pcDNA/dHA-
NHE3 s neispravnom orijentacijom i jasno se vidi u liniji osam nedostatak zZeljenog fragmenta od
939 pb. M oznacava 1 kb marker DNA za procjenu velicine fragmenata DNA.

3.7. Ispitivanje uspjesnosti delecije pomoc¢u reakcije PCR

Mutirani plazmid pcDNA/HA-NHE3 stvoren je metodom povezivanja dvaju fragmenata,
fragmenta AB i CD, preko preklopnih nastavaka koji su komplementarni sa zavr$nom sekvencom prvog
(fragment AB) i pocetnom sekvencom drugog (fragment CD) fragmenta. Ovakvim pristupom sam iz
sekvence HA-NHES3 izbacila sekvencu koja kodira aminokiseline izmedu Leu586 i Arg609 pozicije.
Uspjesnost postupka sam u mutiranom plazmidu pcDNA/dHA-NHE3 dodatno ispitala pomocu reakcije
PCR. Za pocetnice u reakciji PCR koristila sam pocetnicu A i tzv. testnu pocetnicu T. Podetnica T je
dizajnirana kao negativna pocCetnica Cija sekvenca je komplementarna sa sekvencom koja kodira

aminokiseline od Glu602 do Ser607 pozicije, dakle unutar delecijskog podruc¢ja. Uspjesnost delecije
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sam ispitivala na mutiranim plazmidima u kojima sam dokazala ispravnu orijentaciju umetka (kolonije
C1i C5). Kao kontrolu koristila sam nemutirani plazmid pcDNA/HA-NHE3. 1z slike 17 je jasno vidljivo
da PCR reakcija s pocetnicama A i T u prisutnosti kontrolnog plazmida stvara fragment DNA velicine
malo ispod 1000 pb (ocekivana veli¢ina je 1002 pb), dok u prisutnosti mutiranih plazmida pcDNA/dHA-
NHE3 (klonovi C1 i C5) reakcijom PCR izostaje navedeni fragment.

 pcDNA/JHA-NHE3

10000 | 2 T
poCetnicaAi T
6000 c c5
3000
2500

2000

1500

1000

700

500

300

Slika 17. Ispitivanje uspjesnosti delecije sekvence koja kodira aminokiseline Leu586-Arg609 u
mutiranim plazmidima pcDNA/dHA-NHE3 pomo¢u reakcije PCR. Prikazani su produkti PCR
reakcija provedenih u prisutnosti pozitivne pocetnice A i testne negativhe pocetnice T koja je
komplementarna sekvenci unutar delecije. U prisutnosti plazmida pcDNA/HA-NHE3, nastaje
fragment dug ~7000 pb (fragment je prosiren u rasponu od 1000-750 pb). U prisutnosti mutiranih
plazmida pcDNA/dHA-NHE3 izostaje fragment u razini od 1000 pb. Na ovoj elektroforezi kao i u
brojnim drugim ispitivanjima, u prisutnosti pocetnice A i T nastaje produkt na visini od priblizno 600
pb koji vjerojatno predstavlja neku nespecificnu reakciju. M oznacava 1 kb marker DNA za procjenu
velicine fragmenata DNA.
3.8. Midi-prep izolacija plazmida pcDNA/dHA-NHE3
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Za potrebe pribavljanja konacnog dokaza uspjeSnosti delecije u mutiranom plazmidu
pcDNA/dHA-NHES3 bilo je potrebno provesti sekvenciranje mutiranog plazmida. Stoga sam u cilju
pribavljanja dovoljne koncentracije mutiranog plazmida i vece Cistoe plazmidne DNA provela
Midipreps pozitivno potvrdenih mutacija plazmida pcDNA/dHA-NHE3. Nakon izolacije odredila sam

koncentracije mutiranih plazmida i poslala ih na sekvenciranje.

3.9. Sekvenciranje mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3 klon 1i 5

Sekvenciranjem DNA odreduje se njen nukleotidni slijed. Na ovaj na¢in mozemo odrediti slijed
aminokiselina odredenog genskog produkta te utvrditi je li tijekom molekularnog kloniranja doslo do

mutacije u molekuli DNA. Sekvenciranje DNA za nas je obavila kompanija Makrogen.

Analiza dobivenih sekvenci provedenih s tri poCetnice, po€etnica A i D te poCetnica 1358 koju
je za potrebe sekvenciranja izradila kompanija Macrogen. Za sekvenciranje sam odabrala tri poCetnice

kako bih pokrila kompletnu sekvencu umetka i sekvence neposredno prije ili poslije mjesta umetanja.

Analize sa sve tri poCetnice su pokazale da su delecija Zeljene sekvence te postupak umetanja
umetka u plazmid pcDNA/HA-NHES3 uspjesno provedeni. Na slici 18.a. i 18.b. su prikazani rezultati
sekvenciranja mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3 izoliranog iz C1 (Slika 18.a.) odnosno iz C5
(Slika 18.b.) uz pomo¢ pocetnice A.

Na sekvenci na slikama 18.a. i b. oznaceno je mjesto delecije kvadratom koji obuhvaca dvije
aminokiseline, kodirane nukleotidima TAC i GAC. Radi se 0 aminokiselinama koje prethode ili slijede
mjesto delecije. Analiza sekvence ispred i iza mjesta delecije kao i analiza cijelog umetka potvrdila je
da nema greske u sintezi te da se radi o uspjesno provedenoj deleciji i ligaciji mutiranog fragmenta.
Sekvenca prekrivena prozirnim zelenim kvadratom oznacava sekvencu restrikcijskog mjesta za PmacCl
koji je posluzio za umetanje umetaka u pcDNA/HA-NHE3. Analizom ove sekvence potvrdila sam da se

umetak pravilno orijentirao.
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Slika 18. Potvrda prisutnosti delecije sekvenciranjem unutar plazmida pcDNA/dHA-NHE3
izoliranih iz C1 i C5. a) Shematski prikaz analize sekvenciranja plazmida pcDNA/dHA-NHE3
izoliranog iz C1 pomocu pocetnica A. Dvije aminokiseline, kodirane nukleotidima TAC i GAC (oznacene
kvadratom na slici) su aminokiseline izmedu kojih se nalazio izbaceni slijed od 24 aminokiselina.
Analiza sekvence ispred i iza mjesta delecije potvrdila je da nema greske u sintezi te da se radi o
uspjesno provedenoj deleciji. Drugi, oznaceni slijed nukleotida prikazuje PmaCl restrikcijsko mjesto
Cija je analiza sekvence potvrdila da se umetak pravilno orijentirao. b) Shematski prikaz analize

sekvence pcDNA/JHA-NHES3 izoliranog iz C5 pomocu pocetnice A pokazuje identicne rezultate.

3.10. Transfekcija mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3 u stanice PS120

Mutirane plazmide pcDNA/dHA-NHES3 ¢ije su delecije potvrdene sekvenciranjem koristila sam
za transfekciju u stani¢nu liniju fibroblasta PS120. Kao kontrolu koristila sam nemutirani plazmid
pcDNA/HA-NHE3. Uzgojem stanica u selektivnom mediju s antibiotikom bilo je moguce vidjeti da li je

transfekcija uspjela, tj. koje su stanice primile mutirani odnosno nemutirani plazmid.

Kako plazmid pcDNA 3.1(+) sadrzi gen za otpornost na antibiotik tako on omogucuje stanicama
prezivljavanje u selektivnom mediju. Stanice transfecirane mutiranim i nemutiranim plazmidom sam
odrzavala u selektivnom mediju s antibiotikom G418 i kroz period od dva tjedna dva puta presadivala.
Tijekom odrzavanja, veina stanica s mutiranim, odnosno nemutiranim plazmidom je prezivjela $to
znaCi da je transfekcija uspjela. Nakon drugog presadivanja, kada su stanice postigle 60-70%

konfluentnosti, nastavila sam s zakiseljavanjem.

Nakon potvrde transfekcije, provela sam zakiseljavanje koje mi je trebalo pokazati o¢uvanost
bazalne funkcije membranskog NHE3. Zakiseljavanjem stanica tek manji dio stanica je uginuo $to
pokazuje da je najvjerojatnije doslo ili do bolje ekspresije NHE3 ili je izbacivanje regulacijske domene
Leu586-Arg609 koja uglavnom djeluje inhibirajuce pospjesilo bazalnu aktivnost NHE3 $to je rezultiralo
boljim prezivljavanjem transfeciranih stanica. I nakon zakiseljavanja opazeno je da propada neznatno
vise stanica transfeciranih nemutiranim plazmidom u usporedbi Sa propadanjem stanica transfeciranih

mutiranim plazmidom.
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Na*/H* izmjenjiva¢i (NHEs) su membranski proteini vazni za brojne fizoloske procese.
Odgovorni su za odrzavanje homeostaze unutarstanicnog pH i stani¢nog volumena, nadzora nad
sistemskim elektrolitima kao i za nadzor nad acidobaznom homeostazom (Krapf i Alpern 1993.).
Izooblici se strukturno sastoje od transmembranske i citoplazmatske domene od kojih transmembranska
ima ulogu u izmjeni unutarstani¢énog H* za izvanstani¢ni Na* dok je citoplazmatska domena odgovorna

za regulaciju aktivnosti NHEs tako §to posreduje u djelovanju brojnih inhibitora i stimulatora.

Do sada je otkriveno devet izooblika, od kojih su najviSe istrazivani izooblici NHE1, NHE?2 i
NHE3. Serijom toc¢kastih mutacija i delecijama zavrsnih dijelova otkrivena su mnogobrojna regulacijska
mjesta unutar citoplazmatskih domena pojedinih izooblika NHE kao i vaZznost koju pojedina

regulacijska mjesta imaju na aktivnost proteina NHE (Tse i sur. 1993.).

Tako su istrazivanja kod proteina NHE1 pokazala da se unutar slijeda aminokiselina 636-816
nalaze mnoga fosforilacijska mjesta i da se njegovim odsijecanjem regulacija pomocu kinaza smanjila
za 50%, sugeriraju¢i da fosforilacija nekog odredenog mjesta unutar sekvence NHESs nije jedini

mehanizam regulacije tog proteina (Donowitz i sur. 1996.).

Studije koje su na proteinu NHE3 nastojale odrediti regulacijske regije unutar citoplazmatske
domene ukljucivale su stvaranje to¢kastih mutacija, delecije zavr$nih dijelova citoplazmatske domene
ili stvaranje peptida sastavljenih od sljedova aminokiselina pojedinih segmenata citoplazmatske
domene. Ove su studije pokazale da se citoplazmatska domena moze grubo podijeliti u dvije regulatorne
domene; jedne stimulacijske (Asn475 do Tyr585) i druge inhibicijske (Tyr585 do Met832) domene.
Preko stimulacijske domene djeluju faktori rasta (poput fibroblastnog faktora rasta, FGF), okadai¢na
kiselina, fetalni govedi serum), dok preko inhibicijske domene djeluju razli¢ite protein kinaze, protein
kalmodulin (CaM), fosfolipaze (Donowitz i sur., 1996.). Danas se zna da je protein NHE3 istodobno

reguliran preko vise regulacijskih mjesta (Kurashima i sur. 1997.).

Studije koje su provedene u ovom radu koncentrirale su se na inhibicijski dio citoplazmatske
domene, konkretno na segment aminokiselina Leu586-Arg609 za koje je dokazano da je vezno mjesto
za regulatore poput kalmodulina, enzima kalmodulin kinaze I, pomo¢nic¢kih proteina NHERF 1 i 2,
kazein kinaza 2 (CK2) i PLCy kao i za ezrin koji se na ovaj segment veze direktno ili indirektno preko
proteina NHERF. (lkeda i sur. 1997.)

Da li je i koliko vezanje regulatora za ovaj segment iz inhibitornog dijela citoplazmatske domene
kljucan za njihovu regulaciju moguce je ispitati uklanjanjem navedenog segmenta. Time bi se otvorila

mogucénost daljnih ispitivanja utjecaja spomenutih regulatora na protein NHE3.

4.1 Konstrukcija mutiranog fragmenta AD
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U dizajniranju postupka kojim bih iz NHE3 uklonila sekvencu od interesa prvo sam pokusala s
metodom koja je ukljucivala primjenu restrikcijskih endonukleaza s kojima bi se iz NHE3 izrezala
sekvenca koja kodira segment Leu586-Arg609. Medutim, analizom restrikcijskih mjesta unutar
plazmida pcDNA/HA-NHE3 nisam uspjela pronaéi odgovarajuce enzime. Svaki potencijalni enzim koji
se mogao koristiti u svrhu isijecanja Zeljene sekvence imao je ili restrikcijsko mjesto unutar plazmida

pcDNA 3.1 (+) ili je njegovo restrikcijsko mjesto bilo predaleko od mjesta delecije.

Pokusaji isijecanja pojedinih segmenata iz citoplazmatskog dijela NHE3 nisu se isto tako u
suradni¢kom laboratoriju (osobni kontakti s prof. Donowitzom) pokazali uspjesnim. Alternativni pristup
koji su koristili bazirao se na izradi pocetnica koje su sjedale neposredno prije (negativna pocetnica) i
neposredno poslije (pozitivna pocetnica) mjesta delecije. Tijekom reakcije PCR pocetnice bi napravile
cijeli krug oko plazmida, a plazmid bi se potom recirkulirao pomo¢u enzima ligaze. Prednost ove metode
je relativna jednostavnost i mali broj postupaka, medutim negativna strana ovakvog pristupa vezana je
uz povecanu vjerojatnost stvaranja greSaka (mutacija) tijekom umnozavanja. U njihovim rukama greske
su se javljale ucestalo §to je bio razlog za njihovo odustajanje od ove metode. Za svaki slucaj pokusala

sam napraviti deleciju koriste¢i istu metodu, medutim nisam uspjela dobiti Zeljeni rezultat.

Stoga sam nastojala pronaci alternativnhu metodu koja bi ukljuc¢ivala PCR budu¢i da sam s
PCRom mogla precizno odrediti koji ¢u segment izrezati iz sekvence NHE3. Pretrazivanjem se kao
najprihvatljivija pokazala PCR metoda preklopnih nastavaka. Radi se o relativno novoj metodi €ije su
velike prednosti jednostavnost izvedbe, kratko¢a vremena potrebnog za provedbu postupka i
jednostavna konstrukcija fragmenata DNA koje u svojim preklopnim nastavcima sadrze Zeljenu
mutaciju (Heckman i Pease 2007.). Duljina fragmenata ovisi o restrikcijskim mjestima koja ¢e se u
kasnijim koracima postupka iskoristiti za umetanje novostvorenog fragmenta s delecijom u plazmid.
Kako se obicno radi o relativno kratkim fragmentima tako je i moguénost nastanka gresaka prilikom

reakcija PCR kojima se fragmenti umnozavaju svedena na minimum (Horton i sur. 2013.).

Pri odredivanju endonukleaza koje bi se koristile u svrhu umetanja fragmenta u plazmid klju¢no
je paziti na slijedece: 1) da endonukleaze rezu plazmid i umetak prije i poslije podruéja delecije, 2) da
se restrikcijska mjesta nalaze u podruéju sekvence izmedu krajnjih pocetnica (u nasoj su studiji to
pocetnice A i D), i 3) da potencijalne restrikcijske endonukleaze ne djeluju i unutar plazmida pcDNA
3.1(+). Za potrebe ove studije nasla sam da unutar NHE3 jedino enzim PmaCl zadovoljava trazene
uvjete. Endonukleaza PmaCl nije djelovala na plazmid, a sekvencu NHES3 je cijepala na dva mjesta,
prije (izmedu C840-G841) i poslije (C1914-G1915) mjesta delecije. Medutim otezavajuca je okolnost
da PmaCl pri rezanju stvara tupe krajeve zbog cega je postojala velika vjerojatnost da se krajevi
tretiranog plazmida prilikom postupka ligacije medusobno povezu odnosno da se umetak ugradi s

obrnutom orijentacijom.
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Postupak izrade mutacije pomocu izrade fragmenata s preklopnim nastavcima pokazala se u
naSim rukama pouzdanom i u konacnici relativno jednostavnom metodom u kojoj je najzahtjevniji dio
bio odrediti najpovoljnije temperature spajanja i omjere koncentracija fragmenata. U nasem pristupu
najbolji je rezultat postignut pri omjeru koncentracija fragmenata 4:1 (AB:CD) i pri temperaturi od 55
°C.

U originalnu metodu povezivanja fragmenata s preklopnim nastavcima unijela sam modifikaciju
koja nam je znatno olaksala umnazanje Zeljenog fragmenta AD. Prije konac¢ne reakcije umnazanja AD
fragmenta, koji sam provela u prisutnosti pocetnica A i D, uvela sam medukorak u kojem sam izolirane
fragmente s preklopnim nastavkom (AB i CD) pomijesala najprije s polimerazom i bez uvodenja
pocetnica. Ovim sam medukorakom omogucéila stvaranje male koli¢ine fragmenta s delecijom (fragment
AD) koja je posljednjem koraku posluzila kao predlozak za njegovo uspjesno umnozavanje u prisutnosti

polimeraza i pocetnica A i D.

Slijedeci koraci u stvaranju mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3 provedeni su manje vise
rutinski, uz izuzetak vezan za odabir kolonija koje sadrze plazmide s pravilno orijentiranim umetkom.
U tu svrhu odabrala sam slu¢ajnim izborom vise kolonija iz kojih su izolirani plazmidi pcDNA/dHA-
NHE3, u koje sam prethodno postupkom ligacije ugradila umetak, fragment s delecijom tretiran
endonukleazom PmacCl. Zbog tupih krajeva nastalih djelovanjem PmaCl umetak se u plazmid mogao
ugraditi u bilo kojoj orijentaciji, pravilnoj ili obrnutoj. Odabir kolonije s plazmidom u kojem je umetak
orijentiran pravilno bila je rezultat Ciste slucajnosti. S druge strane, defosforilacijom tupih krajeva

plazmida pcDNA/HA-NHE3 uspje$no sam sprijecila njegovu recikulaciju bez umetka.

Za provjeru pravilne orijentacije umetka unutar vektora odlucila sam se za metodu s
nedostatak Sto je Cesto teSko pronaéi odgovarajuée enzime kojim bi se moglo lako testirati uspjesnost
ugradnje umetka s pravilnom orijentacijom u plazmid. Sretna okolnost je bila da sam uspjela pronaci
dvije endonukleaze koje su se pokazale izvrsnim orudem za provjeru orijentacije umetka u mutiranom
plazmidu pcDNA/dHA-NHES sto je najbolje pokazano na slici 15. Iz elektroforeze je vrlo jasno vidljivo
koje su kolonije posjedovale plazmide s pravilno orijentiranim umetkom, u odnosu na kolonije koje to

nisu imale. Dodatno sam pravilnu orijentaciju umetka potvrdila PCR reakcijom.

Takoder sam Zeljela dokazati uspjesnost delecije pomocu restrikcijskih endonukleaza, medutim,
posto nisam uspjela na¢i endonukleazu koja ima restrikcijsko mjesto unutar podrucja delecije, oslonila
sam se na reakciju PCR i na pocetnicu (T) koja sjeda unutar podrucja delecije. lako tijekom reakcije
PCR uvijek postoji moguénost nespecifi¢nog vezanja pocetnica kao i nezeljenih mutacija dobila sam

jasan dokaz uspjesne mutacije koju sam dodatno potvrdila sekvenciranjem.

4.2. Transfekcija stani¢ne linije fibroblasta PS120 i zakiseljavanje stanica
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Pored stvaranja plazmida s mutiranim genom za HA-NHE3 iz kojeg je izbaceno regulacijsko
podrucje izmedu 586.-609. aminokiseline, cilj mi je bio pokazati i hoce li delecija tog regulacijskog
podrucja utjecati na funkcionalnost mutiranog NHE3 eksprimiranog u membrani stanica. Kako bih
ispitala bazi¢nu funkciju mutiranog NHE3, plazmid pcDNA/dHA-NHE3 sam transfecirala u stani¢nu
liniju fibroblasta PS120. Kao kontrolnu skupinu koristila sam PS120 stanice koje sam transfecirala s
nemutiranim plazmidom pcDNA/HA-NHE3.

Rutinski sam stanice transfecirane mutiranim i nemutiranim plazmidom nakon transfekcije
izlozila mediju sa selektivnim antibiotikom G418 testirajuci na taj na¢in prisutnost plazmida u stanicama
budu¢i da su izloZenost selektivnom antibiotiku mogle prezivjeti samo stanice s plazmidom koji
posjeduje gen za otpornost na selektivni antibiotik. PreZivljenje stanica je bilo priblizno podjednako,
medutim, prilikom postupka zakiseljavanja kojima sam zeljela testirati ekspresiju mutiranog i
nemutiranog proteina NHE3 u stani¢noj membrani pokazala je razlike izmedu testiranih stanica. Kod
kontrolnih stanica transfeciranih nemutiranim plazmidom pcDNA/HA-NHE3 bilo je vise mrtvih stanica
u odnosu na stanice koje su transfecirane mutiranim plazmidom pcDNA/dHA-NHE3. Ovakav nalaz
sugerirao je da izbacivanje slijeda aminokiselina Leu586-Arg609 iz NHE3 nije utjecalo na njegovu
ekspresiju u stanicnoj membrani. Upravo suprotno, s obzirom da sam deletirala segment unutar proteina
NHES3 za koji je pokazano da uglavnom djeluje inhibirajuée (Zizak i sur. 2012; Sarker i sur. 2008.; Zhao
i sur. 1999.) moguce je da je doslo do bolje ekspresije proteina NHE3 ili do bolje bazalne aktivnosti.
Radi li se ovdje o prvom ili drugom razlogu ili mozda njihovoj kombinaciji ostaje da se analizira u

nastavku studije.

Naime, pokazano je da tvari koje preko naseg deletiranog segmenta reguliraju protein NHE3,
poput CaMKII, CK2, PLCy i regulacijski proteini NHERF1 i NHERF2, djeluju tako da povecavaju
njegovu ekspresiju na membrani i/ili aktivnost NHE3 povecavaju fosforilacijom fosfatnih mjesta unutar

citoplazmatskog dijela proteina NHE3.

S obzirom da su se na sekvenci NHE3 ve¢inom provodile to¢kaste mutacije ili delecije cijelih
zavrsnih dijelova proteina, vazno je analizirati kakav bi u€inak na aktivnost NHE3 imalo isijecanje
manjih segmenata iz citoplazmatskog dijela NHE3. Na taj nac¢in moze se testirati djeluju li regulatori
NHES3, samo preko isjecenog segmenta ili su u njihovu regulaciju proteina NHE3 ukljuceni dijelovi

sekvence koje se nalaze prije ili poslije mjesta delecije.

Stvaranje mutirane molekule NHES3 iz koje sam izbacila regulacijsku domenu predstavlja stoga
dobru osnovu za daljnja istrazivanja regulacijskih u¢inaka regulatora koji djeluju preko naseg segmenta
na aktivnost NHE3 molekule. Medu prvim stvarima biti ¢e vazno odrediti gubi li se regulacija NHE3
preko regulacijskog proteina NHERF2 za kojeg je pokazano da je vazan u normalnoj funkciji NHE3 te

da svoj u¢inak iskazuje vezanjem za nasu deletiranu regulacijsku domenu.
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5. ZAKLJUCAK



Konstruiran je mutirani vektor pcDNA/dHA-NHE3 u kojem je PCR metodom iz gena NHE3
izbacena sekvenca za 24 aminokiseline Leu586-Arg609 koje ¢ine regulacijsku domenu unutar
NHES3.

Mutacija provedena PCR metodom povezivanja fragmenata preko preklopnih nastavaka
pokazala se relativno jednostavnom, brzom i uspjesnom metodom kojom je moguce ostvariti

preciznu kontrolu nad genskim inzenjeringom.

Delecija vazne regulacijske domene Leu586-Arg609 iz NHE3 proteina preko koje neposredno
ili posredno na aktivnost NHE3 djeluju brojni Cimbenici nije se pokazalo klju¢nim za

odrzavanje bazalne funkcije NHE3 proteina u membrani stanica PS120 fibroblasta.

Delecija regulacijske domene nije utjecala na sintezu i ekspresiju NHE3 na membrani stanica
buduéi da izbacivanje domene nije smanjilo prezivljenje transfeciranih stanica nakon tretmana

selektivnim antibiotikom i zakiseljavanjem.

Budu¢i da se preko regulacijske domene Leu586-Arg609 najve¢im dijelom ostvaruje
inhibicijsko djelovanje razli¢itih ¢imbenika izbacivanje ove domene i veée prezivljavanje
stanica izlozenih selekcijskom antibiotiku i zakiseljavanju sugerira da bi za ovakvo ponasanje
stanica moglo biti odgovorno uklanjanje inhibicijskog djelovanja izbacene regulacijske

domene.
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