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PDz strukturngproteinskadomena, dobila ime po proteinima gdje je prvi puta otkrivena:
protein postV L Q D S W L b NoH edgXRosV &iditic density protein, PSD96
veliki tumorski supresor Drosophilad eng. Drosophila disc tumor suppressor,
Dlg1l) + protein zonula occluderis (od eng.Zonula occludend protein, zel)

PepTl di/tripeptidi

PKA protein kinaza A

PKC protein kinaza C

PP2A protein fosfataza 2
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SOC super optimalni mdij (SOB, super optimal broth) s glukozom
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'R GDQDV MH X VWDQLFDPD VLVDYDFD RM'NYEVHQ MHEHEDY}HHOW 1U D ]
9). Na'/H* L]PMHQ ML Y Didgralhi-s@ \/membranski proteini koji posreduju elektroneutralnu
LIPMHQX XQXWDDVWDRQ p@RDIQLQYWHD Q L VXU OXUHU L VXU
]D EURMQH ILJLRORANH SURFHDB]RUDL QMONR X QXOVEB RO DRGPQLP
volumenom (Krapf i Alpern 1993.) do nadzora nad sistemskim elektrolitima,-Baftom i volumnom
homeostazonfDonowitz i sur. 1996.)

Za NHES3 posredovanu izmjenu Md* X WDQNRP FULMHYX MH SRi€QDaWR GD MH
apsorpcijski procedlaCl ,] WRJD VH PRAH ]DNOM XkodWblestzsB simptondirmd YDAaDQ
SUROMHYOMEXQNXMWUDOQD DSVRUSFLMD X B&® ¥FDBEQ RPGW R IDNBW R XS
u probavu i u patologiju bolesti s proljevima.

1.1.Protein NHES3 u tkivima

lako su N&H* LIPMHQMLYDpPpL VOLpQL SR VWUXNWXUL L IXQNFLMI
MHGLQVWYHQH J]QDpDMNH V RE]JLURP QD VPMH&AWDM L UHJXODFLMW

Obitelj od devetNa’/H* SURWHLQV N L Kdijel]| BMih Qe pddg ®RSH RQH pLMH
SULPDUQH IXQNFLMH RGYLMDMX QD VWDQLPpQRM PHPEUDQL SUR!
SULVXWQH QD XQXWDUVWDRHEETLIM).RJouldd pnte @dadripe, SIHES WNHES)
su izablici koji konstantno recirtkdl UDM X L]JPHYyX VWDQLpQH PHPEUDQH L XQXWL
NHE1, NHE2 i NHE VWDWLpPpQL QD VWDQLpPpQRM dblk® Eoj¢ B halazehaUD]OLN
membrani, NHE6NHE7 i NHEQ VX VPMHaAWHQL X PHPEUDQDPD XQXWDUVWD (

Golgijevaparat i adosomi (D'Souza i sur. 1998.).

Dokazande da se protein NHE1 nalazi u gotovo svim stanicama sisada¢¥fH QH PRaH UHUL
zaizooblike NHE2, NHE3 i NHEA4. Ovatri izooblika se uglavnom nalazeapitelnim stanicama@& H @ X F
crijeva i bubrga ProwHLQ 1+( VH QDOD]JL X aHOXFX PDWHUQLFL EXEUF
AOLMH]GDPD L X PDQMLP NROLPLQDPD X GXaQLNX L VNHOHWQLF

SURWHLQ 1+( VH SDN QDOD]L X aHOXFX DNL\W R\PR R LAoU IQNDHP DL
PR]JX EXEUH]LPD L VNHOHWQLP PLALULPD 2UORZVNL L VXU

NHE3 MH HSLWHOQL LJIRREOLN NRML MH QDMYHULP GLMHORP \
Na" apsorpcijskih epitelnih stanica u tankom (ileum i jejunum) i debelgewvu Bookstein i sur. 1994,
%LHPHVGHUIHU L VXU SURNVLPDOQLP NDQDOLULPD EXEUF
SHWOMH DOL LVWR WDNR QDOD]JLPR JD X HSLGLGLPXVX QHNLP .
VWDQLFDPD NDQDOLUDDADOISMN PG R @ LRHRPEULTFQLbhte§aNNESPD O QR J



sudjeluje u procesu apsorpcije iona’Na<LS L VXU =ERJ VPMHaAWDMD X DSLNI
apsorpcijskih epitelnih stanica crijeva pretpostavlja se da je primarna uloga proteina NHEB8ijapsorp

iona Nd 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. 'LVWULEXFLMD SURWHLQD 1+( X VWDQLFDPDNaSIdRNVLPDOQ
prikal]DQ SRSUHpQL SUHVMHN SURNVLPDOQRJ NDQDOLUD EXEUHJD
inkubacijom antijelima L SRWRP YL]XDOL]JLUDQR B5H]XOWDWL VX SRND]DC
1+( QD DSLNDOQRM PHPEUDQL VWeutiFiBnietufuh&higraBlici elvidi NDQD O L
kao svijetlesivo obojenje) (Preuzetad: Honeggeri sur. 2005.)

)L]L R O R & pr@eifaONRED

.UR] SUREDYQL VXVWDY VYDNL GDQ SURYNHUIYBROLWH INEOEK
putem probavnih procesa dokH PDQML GLR DSVRUELUD 1D WDM QDpLQ SUI
homeostazu vode iiona Na=DFKRV L VXU 8] SUREDYQL VXVWDY X RG
XORJX LPD L EXEUHAQL VXVWDY 2ED VXVWDYD BSRMMHGXMKIUB]
GLMHORP XNOMXpHQL UD]OLpLWL WUDQVSRUWQL SURWHLQL .DR
NHES3.

NHE3trebaRPRJIXULWL DSVRUSFLMX "outénnduttdiny RaCLEpsapbjeiRQD 1LC
WLPH RGUADWL SUD Ydr or@aXizi&R(BIRRY.W D] X XQXW
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Slika 2. Prikaz funkcije proteina NHE3 tijekom probavnog procesa unutar crijeva kao i prikaz

procesa neutralne apsorpcije.3URWHLQ 1+( MH VWLPXOLUDQ QD VDPRP SRpH
GR SRYHUDQMD YROXPHQ@D HHUN® M ® D MHRIGRLFU H QRIEPM&SWUSRIEDY QLK H
2003.). Nakon toga dolazi do inhibicije NHE3, da bi se ponovno stimulirao tek u kasnijoj fazi probave
UDGL RGUADYDQMD YROXPHQD 7DNRYHIB" doobeiv QHES btuartd QeI L]P MH C
PLNURNOLPX XQXWDU OXPHQD FULMHYD L WLPH RPRJXUXMH DSVF
transportera Donowitzi sur., 1987.). Isto tako, procesom neutralne apsorpcije, koji se odvija u
UD]J]GREOMLPD L]PHYyX REURND $§/HGOR trahspoterdm apsovbfd i GlQ ML V &
zamjenu za ion C(Knickelbein sur., 1983.)(Preuzeto od: Donowitz i sur. 2009.)

3URFHV QHXWUDOQH DSVRUSFLMH VH RGYLMD XQXWDU SURI
SUL pHPX MH GDNOHMHNRBRQKBERVODM®MMWMHOD D SRGUDA&XMH VH
(Zachos i sur. 2005.). Neutralna apsorpcija je isto tako povezana i uz kretanje jorek CICI/HCOs
SURWHLQVNRJ LIPMHQMLYDpPD LDNR MH SRND]D QBa@\alkéri( PRA&H
sur. 2008.).

"HGQD RG YDAQLK ]QDpDMNL 1+( MH QMHJRYD GMHORPLpPQD
GLR QRUPDOQH IL]JLRORJLMH SUREDYH 1+( MH VWLPXOLUDQ QI
SRYHUDQMH YRGH X OXPHQI® Rl UMM BUR SRWRAK VHINEPD L SURE
8 NDVQLMRM ID]L SUREDYH 1+( MH DNWLYDQ NDNR EL RGUADYD
2006.).

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

apsorpcijiiona HCO3kao i sekreciji iona NE.



1+( MH YDabDQ L X DSVRUSFLML UD]JOLpLWLK SUREDW QLK WYI
OXPHQ FULMHYD L VWYDUDQMHP NLVHOH PLNURNOLPH =DKYDO
mnogi transporteri Kopotom apsorbiraju hranjive tvari. Najpozigt K UDQMLYH WYDUL XNOMXD:
I aminokiseline koje se prenose preko PepT1 (di/tripeptidi) transportera i nekedikorokiselinskih
transportera (Gekle i sur. 1999; Gekle i sur. 2001.).

Uloga NHE3 uapsorpciji vode ispitivana j& VW U DralQM @MAHYLPD NRML QH HNV
1+( 3RND]DOR VH GD IHFHV PLaAHYD VDGU&L SRYHUDQH NROLD
SRUHPHUHQX S+ KRPHRVWD]X DFLGR]D VPDQMHQLKWUYQL WC
(Schultheis i sur. 1998; Noonan i sur. 2005.).

1.3.Proteini NHE

3ULPDUQD L SUHWSRVWDYOMHQD VHNXQGDUQD VWUXNWXUD
RG GYLMH VWUXNWXUQH GRPHQH WUDQVPHPEUDQViNH NRMD V
FLWRSOD]PDWVNH NRManinokisBlida (DoSdwit Sut®e)RSlika 3).

\7 lzvanstani¢na domena
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Slika 3. Struktura proteina NHE3. 1+( SRVMHGXMH WUDQVPHPEUDQVNX GRP]
domenu.7UDQVPHPEUDQVND GRPHQD MH JUD yHRWHRE RGSRIGGRMHQD
VWUDQX PHPEUDQH 8QXWDUVWDQLpGD poddiméne Dnhibidjsk S RGLMH O

stimulacijskuj sudjeluje u regulaciji aktivnosti NHE3.




ProteiniNHE kojiPD MH QDNRQ NORQLUDQMD L VHNYiReQWHEIDQMD RG
NHE2 i NHE3) uvelike se razlikuju prema svojim transmembranskim i citoplazmatskim domenama.
Citoplazmatska domena ima regulatornu ulogu radi sposolwezstnjannogh agonisai antagonist
NRML XWMHpX QD DNWLYQRVW nskd 8owdid idulbgu(u Griehoswibhb JseRPHPE UL
sur. 1992.).

Protein NHE1 ima vezna mjesta za engrotein kinazu (kao i za enzinkalmodulin kinazu
I, ali nei zaprotein kinazu A GRN 1+( VDGUAL YH]QD PMHVWD ]D VYD WUL t
unutarcitoplazmatske domene svaki NHEPD VSHFLILpQD P(Wseli\sWw. D992HIXODFLMH

1+( L 1+( VH UD]JOLNXMX SR VHNYHQFL X FLWRSOD]PDWVNRI
WUDQVPHPEUDQVNH GRPHQH 1D SULPMHU SURWsKddmére VDGU:
NRMD MH YHUD RG RQH NRMX LPD SURWHLQ 1+( 60LPpQH UD]JOLN
VDPR QDYHQH P Hzoxblidimg@dtbiaWHP, nego i unutar i izooblika NRG UD]OLpLWL
vrsta sisavaca (Tse i sur. 1993.). Iz toga séiiHo S U H W S JR Stitkiuidekveane@&nsmembranske
domeneRGUHYHQD SUHPD VSHFLILPQLP WNLYLPD X NRLPD VH 1+( HN

1.4. Funkcionahe domeneproteina NHE

1.4.1. Transportna domena

7UDQVSRUWQD GRPHQD GXAaLQH RG ISR E OMK QKRR P R MWAPL@IR NP
izooblicima 1+( L RGJRYRUQD ]D L]PMHQX L]MDQXOXIWNPUNQRDQLRQD |
(Wakabayashi sur. 2000.). Sastoji se od 12 pretpostavljenih poddomena ol kijifunkcionalnih,
prolazi kroz membranu stanidek sgedrapoddomem QDOD]JL X L]YDQVWDQLpPpQRP SURV\
kao signalni peptid& L & D N 2009)XTtchansmembranskektRGGRPHQH L VDGUAaH VHNYHQ
]lD RVMHWOMLYRVW QD GLXUHWLN DPLORULG D VXNODGQR WF
transmenbranskinpoddomea 9 i 10 nalazi PSHWOMD NRMD VXGMHOXMH X L]IPMHQL
V'S H Radstiltransportad L a D N 2000)X U

Kompletna struktura transportne domeheRiife do kraja otkrivena, P H y X \Wal #5nwi
G RV D Géulijadnhdtra sda transportnu domenu gradi 12 transmembranskih poddomena od kojih
SUYX QDMYMHURMDWQLMH pLQL VLIQDOQL SHSWLG WH GD SRVN
(Donowitzi sur. 2009.).



1.4.2. Regulatorna domena

Citoplazmatska, regulatorna mena proteina NHE3 sastoji se od 378 aminokiselina i
SUHWSRVWDYOMD VH GD LPD VSLUDOQX VWUXNWXUX X GLMHORY
Fasman 1974.)

6D VYRMLP VWLPXODFLMVNLP L LQKLELFLMVNLP YH]QLP PN\
domene je regulacija aktivnosti proteina NHEBwtar overegije nalaze sevezrmmjese |[D UD]JOLpPpLWH
proteine, enzime ili faktore rasta kajudjeluju uregulciji ktivnosi proteina NHE3 Donowitzi sur.
2001.). Primjer su enzinkalmodulin kinaza 11(CaM kinaza 1l), protein megalin, enzirprotein
peptidazalV '33 ,9 SURWHLQ H]JULQ UHFHSWR urifoskaf Hrdskal L,4A3U RWHLQ
trisphosphate receptbinding protein, IRBIT) i mnogi drugMuni sur. 1997.) (Slika 4).

Hyper,
osm} |
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I

1 I
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I:I Reguiating signals
[ ] nHE3binding partners

Slika 4. Shemaski prikaz citoplazmatske domene proteina NHE3. Shematski prikaz
FLWRSOD]PDWVNH GRPHQH V SURWHLQLPD NRML I\DH QrTHEKQHD WXLV
DPLQRNLVHOLQH QD NRMH VH Y HRBXE3JeUdRaktrbLI QridirdktHg e D W R UL  Z
proteina ezrim, vezanza citoskelet stanicé’feuzeto od: Donowitz i sur009.).

5D]OLpLWLP PyWADREEIPPHDQH LGHQWLILFLUDQH VX VSHFLILp
SUDYLOQX DNWLYQRVW L UHJXODFLM X pBkaARjw tthhaeD pdiedinih 1HGDY Q
regulatornih proteinau regulaciji NHE3 sudjelujuregulatorni proteini organizirani u velike komplekse
unutar kojih ti proteiniPHYy X VR &gdfu NBINR EL X NRQDpPpQLFL DNWLYLUDOL LOL
(Thomson i sur. 2005.Pokaz#elj takvog djelovanja je malSRGUXpMH XQXWDU UHJXODW
LIPHYX DPLQRNLVHOLQD /HX L $UJ ]D N RiMikhibirbju pigtdiXx SURWH
1+( ,(QWHUDNFLMH RYLK SURWHLQD MH GLQDPLX®M™ HpHV@IR WIHP |



aktivnost proteina NHE3 (Donowitz i Li 20073togase pretpostavlja da je upravo ova domena glavna

u regulaciji samoggaroteinaNHES3.

1.4.3. Vezno mjesto amilorida

Amilorid je diuretik koji je zajedno sa svojim analozima inhélgproteire NHEs. Mehanizam
njegova djelovanja je kompetitivno djelovanje u kojem se amil@®WMHpH Vzd eg®v® 1D
YHIQR PMHVWR VPMHaAWHQR XQXWDU WUDQVPHPEUDQVNH GRI
aminokiselina iz citoplazmatske domene dokazana je ggenlraka osjetljivost mutanta na amilorid
NDR X GLYOMHJ WLSD ilkldhivahl @dshlivi DPWDR W[ QDpUW( LPDMX UD]OL
osjetljivosti na amilorid. NHEL1 je osjetljiv na diuretik amilorid i njegove analoge, protein NHE3 je
otporan, dok jeprotein NHE2 osjetljiv na diuretski amilorid, ali otporan na njegearbino analog
(Counillon i sur. 1993; Wakabayashi i sur. 1992.).

Serijom strukturnih mutacija pokazano je jgavezno mjesto diuretskog amiloridbeul67,
XQXWDU pHWY UW Hdowen® IV RIPHEW DMH RMVNULYHQR GD VX DPLQRN
/HX YLVRNR NRQJHUYLUD Q HzdévhligiaS D RGAADHONDOMLP L¥YWUDALYDQM
da je Leul67 vezno mjesto-&mino analoga, dok je Tyrl65 vezno mjesto diuretskog amilorida
(Counillon i sur. 1993; Yun i sur. 1993.).

1.5. Mehanizmi regulacijeproteina NHE3

.UDWNRURpPQD UHJIJXODFLMD

Postoje dvije vrste mehanizama koji reguliraju aktivnhost/Nla SURWHLQVNRJ L]PMHQ
ovisno o vremenskom rasponu u kojem uzrokuju promjeleHNL PHKDQL]JPL XJURNXMX \
promjene u aktivnosti dok kod drugih, one dolaZertekon nekoliko sati (He i YuR009.)

Na primjer, enzimprotein kinazeL VHUXPL X]JURNXM X W bkiivQastipdieiaH SUR P M
NHE, dok promjene uzrokovane osmdBQRAa0UX GROD]H GR LJUD&ADMD NDVQLMH 1
glukokortikoilke WDNRYHU SRpLQM Xnékdlike Gat {DONMAitzZW $UBI99B.P N R Q

6DPR LVWUDALYDQMH PQRJREURMQLK PHKDQL]DPD NRML UF
IDYUGHQRAOWLPHYDGD VX ]1QDQVWYHQLFL X PRIXUQRVWL SRGLMHC
JUXSH XNOMXpXMXNRIDRDNOXUBRH OXQMEF)L MX +H L <XQ



1.5.1.1. Fosforilacija

&LWRSOD]PDWVND GRPHQD SURWHLQD 1+( VDGihdd PQRJIRI
enzimimaprotein kinazanakao dio signalne transdukcije koja regubamuaktivnostproteina(Zhao i
sur. 1999.).Studije su pokazalkako enzimprotein kinaza A (PKAjosforilira i regulira aktivnost
proteina NHE3 Mutacijama dviju V S H Fih binphkiselina, Ser552 i Ser605okazano je da su te
aminokiselinefosforilacijsko mjesto za enzirKA . RQDpQL UH]XOWDW MH ELR SUHV
proteina NHE3,S U L p HianspdtHa aktivhogiroteina NHE3manjena samza50% Kurashimai
sur.1997.) OWNULYHQR MH GD MH DPLQRNLVHOLQD 6HU WDNRVHU R
enzimomPKA. Mutacijomaminokiseline Ser63eegulacijaseu potpunosti prekidazhaoi sur.1999.).
Uz enzimPKA je enzimglukokortikoid inducibilna kinaza 1 (SGK¥pcsobna fosforilirati protein
NHE3 na aminokiselini Ser66p L MhiRifacijom dolazi do prekida regulgc(Zhao i sur. 1999.).

Isto tako, jedan od boliSRMDA®MKRQK]DPD XN Ckikip Kdti HQHK WP

EnzimCK Il stimulira protein NHE3 pod bd2OQLP XYMHWLPD WDNR daWR VH YHaH QI
GRPHQX L IRVIRULOLUD DPLQRNLVHOLQX 6HU 9DKQAjeMH QDSR
isto onomu koje fosforilira (Sarker i sur JRVIRULODFLMRP VH SRYHUBYD HNVS
QD DSLNDOQRM PHPEUDQL L SRWLpH VLQWH]D QRYRVWYRUHQLK
njegova aktivnost. Mutacijom aminokiseline Ser719 pokazala se smanjena ekspresija proteina NHE3
NDR L QMHJRYD DNWLYQRVW LsEahide nijd-sraRjia.Tine@epoadeaRMI&dn@d X Q X W
CKII LPD YDAQX XORJX X UildrdtsioaINFIE3A SarkeH BLEOBS)H V L

6DP PHKDQL]DP NRMLP IRVIRULODFLMD PLMHQMD DNWLYQRYV
se da fosforilacija mijenja JRYX DNWLYQRVW DORVWHULpPNLP SRPDNRP |
IRVIDWQLP ERpPQLP ODQFHP .RFLQVN\ L VXU ,VWR WDNF
XQXWDUVWDQLpPQR NUHWDQMH 1+( NDR L QD LQWHUDNFLMX V G



1.5.1.2.Tkivna lokalizacija proteina NHE3

BURWHLQ 1+( VH UD]JOLNXMH RG RVWDOLK L]JRIRUPL WLPH a\
L XQXWDUVW D QrobeQduorkre&tkirahjdRoka4ald Be da protein NHiEE3tanicama bubrega i
crjeva, SRVWRML XQXONOUphLMWBLRGMHOMND VWDWLPpQD VXESRSXODF
membrani, pokretna subpopulacthARMD VH NUHUH L]JPHYyX DSLNDOQH PHPEUDQH
L GYD XQXWDUVWDQLpQD RGMHOMND N R MbepvdttiraRHES KIOJDSEOLNR YDV

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

SBRVWRMH PQRJREURMQL IDNWRUL NRML XWMHpPpX QD SRYUAaLC(
MH SURWHLQ ,5%,7 SURWHLQ NRML VH YH &ibl L2, 34rfoEfatS WH U L RVO
NRML VH SRG XWMHFDMHP SURWHLQD DQJLRWHQ]LQD ,, YHAH ]D
kalmodulin kinazom Il (CaM ) XWMHpPpH QD SRYLAHQX HNVSUHVLMX SURWHLC
ulazi i neophodna fosforitdgja proteina IRBIT kao i prisutnost iona €¢éHe i sur. 2010.) (Slika 5).

ANG I AT1R

L

Slika 5. Prikaz regulacije NHE3 preko CaMK Il i IRBIT i njegova ekspresija. Aktivacijom

receptora za protein angiotensin (angiotensin receptor, AT1R) dolazi do nakupljanja VAM& QLp QR J
ionaC&* &WR GRYRGL GR DNWLYDFLMH HQ]JLPD &D0O NLQD]H ,, (Q]LP ¢
,5%,7 pLPH VH SRYHUDYD QMHJRYD LQWHUDNFLMD V SURWHLQRP

proteina NHE3 na apikalnoj membramreuzetood: He i sur 2010.)

Do sada jeotkrivenovrlo malo mehanizama koji direktno imaju utjecaj na ekspresiju proteina
1+( D MR& PDQMH LK VH Xn3 RedaSXLiRnéNenizral DIks Pdvirahi i da im je
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NRQDpQL FLOM SUDYLUGQRNDNW LEYLL VB WIQ SFRRMRLKDNVSULPLUDWL C

pravilno obavljati svoju funkciju.

1.5.1.3. Proteifprotein interakcija

Poredregulacijeu kojoj VH SRMHGLQL UHJXODWRUQL SURWHLQ YHA&H
citoplazmatske domermeko kog stimulira ili inhibira protein NHE3Y DA QX XORJX X UHJXODFL
veliki proteinsk kompleks unutarkojih proteini UHDJLUDM X PHYy XV REZQdénenattv.VH SUHN
S R P RuiNpptKteira ve & Xa citoplazmatsku domenu proteina NHE3 (Zachos i sur. 2005.)

PDZZGRPHQH VX VWUXNWXUQH GRPHQH VDVWDYOMHQH RG SU|
XQXWDU UD]JOLPpLWLK VLIQDOQLK SUR Wadilz<p Dobik pevnd/pridteinvh® NY DV F
u kojima su otkriven: Protein postV L Q D SW L p NeHg. PosSvsyidptidHdensity protein, PSDR5
veliki tumorski supresou Drosophila éng.Drosophila disc tumor suppressor, Digilprotein zonula
occludensl (eng.Zonula occludend protein,zel LOL VNUDUHQR 3'= 3URWHLQL NRML
SRWSRPDAWDYOMDQMX YHOLNLK SURWHLQVNLK NRPSOHNVD XQX\
SUDYLOQX UHJXODFLMX ,] WRJ UDJORJD VH RYH GRPHQH YH&X ]D
za kraj citoplazmatske domene proteina NHE3. Proteini kojid%&trRYH GRPHQH D XMHGQR |
protein NHE3 su proteini regulatori Nbl* SURWHLQVNRJ LIPMHQMLYDtp®en 1+(5)
PDZK1koji kodira stvaranje regulatornog faktora™ SURWHLQVNRJ L]FRAH.QMLYDpD 1+

Primjer stvaranja proteinskiNRPSOHNVD X] SR P RredgtavjaGvezBrije@tdteina
NHE3 za citoskelet stanicelNHE3 se za citoskeletY H kko dva VHIPHQWD VPMHAWHQD
citoplazmatske domene. Prvi segmétte509Arg529, sepreko proteina ezrink HaH ]D FLWRVNHOH\
sedrugi segment,eu586 do Arg605 Y H aptotpid ezrini citoskelet preko proteina NHERF

'UXJL SR]QDWL PHKDQL]DP SURWHLQVNLK NRPSOHNVD MH U*t
JYDQR]LQ PRQRIRVIDWD F*03 ]DKY Bjeydtof PDZidomsi (HvanglilsQrX 1+ (5)
2000.) (Slika 6).

11



Myristoylation

microvillar

plasma membrane STa or guanylin

Regulatory protein:
NHERF2 (GKAP)

actinecytoskeleton

Slika 6. Mehanizam regulacije proteina NHE3 stvaranjem proteinskog kompleksa NHE3
NHERF2-cGKIl. Vezanjem NHERF2 za vezno mjesto unutar citoplazmatske domene proteina NHE3

DNWLYLUD VH L]IOXpLYDQMH WOABHHFP R F*GY INRMIQVHPERWWD 3UYR \
PHPEUDQL L YHAH VH SURFHVRP PLULVWRODFLMH D GUXJR MH ]D

WD GYD PMHVWD HQ]JLP F*.,, VH DNWLYLUD L WDGD VWLPXOLUD
(Preuzeto od: Cha i sur. 2005.)

Danas je poznato da protein NHE3 postoji kao dio velikih, proteinskih kompleksau

GLQDPLpQL L PLMHQMDMX VH NDR GLR QMHJRYH UHJXODFLMH 3U
NHERF1, 2, 3 i 4 sa svojimZ domenama.

'XJRURPQD UHJXODFLMD

Studije su pokazale da segulacije proteina NHE3 odvijja tijekom nekoliko minuta
N UD W Nduékpligozati GXIJRURPQRQ VWDQLAQNXKVDOQIVLYOD ANWIHWNRURpPQ
je ubrzana i reverzibind pHVWR XNOMXpXMH SURPMHQH X IRVIRULODFLML
s regulatornim proteinima (He i Yun 6XSURWQR WRPH GXJRURpPQD UHJXO
XNOMXpXMH WUDQVNULSFLMVNH L W UOeQ kop ddyelup Vi BEK JFRRIGRLDIQN D F L
regulaciiL X N O MegulatavteXfaktore poput glukokortikoida, aldosteroa P H W DeEaRi@olzp N

N U R @Hige@smolalnosti proupalnh citokina (IFN- L 7-1) NRML V P p@3uXdvoreind N V
NHE3 (He i Yun2009.).

12



1.5.2.1. Eékti glukokortikoida

*OXNRNRUWLNRLGL VWLPXOLUDMX DSVRUSFLMX FULMHYQH
QHNROLNR VDWL .RG SRNXVD JGMH VX JHpHYL WUHWLUDQL PHYV
pokaziM X SRYH D Q MyehaNNB3 3dJ18AdgkHoni tretirani aminoglutetimidom pokazuju
smanjenje ekspresije za 50%. Pokazano je da metilpredSIRFOWM\WNDUDQMH JODVQLpPpNH 51
zaNHE3 4-6 puta. OvajVH XpLQDN PHWLOSUHGQ ltreRsRrdcife pili oXibelibnJ HIXODF
promjere stablnosti mMRNA (Freiberg i sur. 1982.).

.URQLpPpQD DFLGRID L LIPMHQD 1D

.URQLpPpQD DFLGR]D MH VWDQMH X NRMHRiohH" 8Gtafr epitéda SRY H U D
SURNVLPDOQLK NDBW mkarald daBMAWXGERGILPND L 02dVStabld® RUQD D!
SURNVLPDOQLK NDQDOLUD SRYHUDYD DNWLYQRVW SURWHLQD 1-
P51%$ ORH L VXU 2YDNDY RGJRYRU QD DFLGR]X QLMH WUHQ
L LOL SRVWWUDQVNU L sikardevitkaBijenRNB Jtta@skripife, Ynie e Gstinosti ili
EROMLP SUHYRYHWHWKIPQK]BBRVMRHWMULQSRVUHGXMH SRYHUDQMX NROL
acidozuX N O M X p X Mrteln kih@zZuLdDonowitz, M. i sur1996.).

1.6. 9 D & QrRguMLijske podGRPHQH VP M H & Letbea+tAgeos! j X

9HU MH XVWD Qje xioplhkh@iRkaNIDmMERa mjesto vezanja mnogih stimulatora i
inhibitora aktivnosti proteina NHE3. Sastavljena je od poddorkejeesudjeluju u regulaciji aktivnosti
NHE3 (Donowitz i sur. 200L.). SHULMRP WRPpNDVWLK PXWDFLMD RWNULYHQF
Leu586Arg605 ima Y D a@ogu u regulaciji aktivnostil + ( 6WLPXODFLMVNL L LQKLEL
UD]JOLpLWLK pLPEHQLND VH GLMHORP RVWY Deug3@AgbESFadH P Q M LK
VH QD RYX SRGlam&ddiQ gCavl anzinkalmodulin kinaa Il (CaM KII), kazein kinaza
[l (CK II), fosfolipaza C (PLC) i protein NHERF1 i 2 Donowitzi sur.1982.).

Protein CaM i enzin€CaM KII su prisutni u epitelu crijeva i proksin@aQ L K N B@RIGW i D
u regulaciji neutrale NaCl apsorpcg. % D ] L pKi\ubosD proteina NHE3 je inhibiran ovim
regulatorma, D PHKDQL]DP UHJXODFLMH X Nrtsr Xamibdkideligekod SIRedeR Y H]DC
Leu586Arg605 (a L aiii. 2003.) 8 p L @dfrhodulina iCaM KIl na NHE3 odvijaju se u prisutnosti
iona C&" (Coheni sur. 1990.).
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Regulaciju NHE3 posreduju i veliki proteinskomplek$ koji se prekoproteira s PDZ
domenamaY H &X protein NHE3 9DaQL SURWHLQL V 3'= GRPHQ&RUNRML V)
SURWHLQVNLK NRPSOHNVD D LVWRGREQR VH YHaX QD 1+( VX 1+
unutarsegmentd_eu586Arg605 i posreduju unhibiciji ED]JLpPQH DSWRWRRQWL1I+( WDNR
DNWLYLUDMX VSHFLILp®udiBUH1I9®DWRUQH SURWHLQH

-HGDQ RG PHKDQL]DPD redgulkdijgképFoteiidINHEREIMINHERM Hoji ses
jedne straneY M Basegment.eu586Arg609, a sa drugea protein ezrin. Protein ezrin potom aktivira
F$03 L WR ]D SRVOMHGLFX LPD RV QietEDKimaczMRKA). Brxim/tadaL UD QM H
fosforilira i inhibira protein NHE3 &LaD N L V)X3Wruge strane, regulacijgkioteiri NHERF1 ili
NHERR2 posreduju u aktivaciprotein kinaze APKA) koja potomfosforilira i inhibira protein NHE3
(ALADN L99)XU +(5) L 1+(5) VH V MH G&egnem, eubsgAtgiOb, axa druge
na protein ezrin. Protein ezrin potom aktivira CAMPM R SRVOMHGLFX LPD RVOREDYDQ
enzimaPKA.

Nedavne su studije pokazale daMP i enzimcGKIl QD VODRpDQ fHoieikRHERF2
VXGMHOXMX X LQKLELFLML ED]JLPpQH IXQNFLMH SURWHLQD 1+( 6!

'RVDGDEQMH VWXGLMH S biiHdkiBelMsR Blifed LS5 BEIJ60NpXs|&iDje D
YH]QD PMHVWD NR M DE B PL{H0ED pto@ika NHEB tivh sudjelujeX RGUADY D QM X
SUDYLOQH KRPHRVWD]H RUJDQL]PD L VSUMHpPDYDQMX SUHYHOLN

&LOMHYL LVWUDALYDQMD

Aminokiselinski slijed Leu58@rg609 je segment proteina NHE3a koj VH YHaX EURMQI
regulatorj poputkalmodulirg, enzima kalmodulin kinag I, kazein kinaze lli proteira NHERF1 i 2.
OHKDQL]DP GMHORYDQMD RYLK UHIJXODWRUD QD 1+( MR& XYLMH
MH GMHOXMX OL RQL LMNG38XHa0yiRe Buwetahd DV RYHQ WHDIPHQW NOM:;
njihovo djelovanje. Kako bi dobili odgovore na ova pitanja potrebno je sedreaB86Arg609 L VM H U L
L] 1+( L ]JDWLP YLGMHWL KRUH OL VH L]JXELWL XpLQDN UHJXODW

6WRJD MH FLOM RY RJLduEBGAR6DYiMptoiinav\t (PHGBW RYMHULWL KR
navedena delecija u NHE3, stani@amafibroblasta XWMHFDWL QD HNVSUHVLMX L ED]
transfeciranog mutiranog proteina NHE3 .
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2.MATERIJALI | METODE
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2.1 Materijali

2.1.1. Kemikalije

~n ~h ~h ~n —s

8tRife

A (pozitivna) CTGGTGACGCGCTTCACC

B (negativna) CTCTGCGTCGTAGGAGACGGAGGCCTC

C (pozitivna) GAGGCCTCCGTCTCCTACGACGCAGAGGACGTCATC
D (negativna) GTCGGAGGTCGTGTCCTT

T (negativna) GCTGCGCCGCCGCTG

2.1.1.2. Enzimi

~ ~ ~ ~ —~ —

EnzimT4 ligaza

Restrikcijska endonukézaBbrPl (PmeCl) (Roche)
EnzimfosfatazaShrimp Alkaline Phosphatase, SAP) (Fermentas)
EnzimTag DNA polimerazaTaKaRa)

Restrikcijska endonukleazdindlll (Promega)

Restrikcijska endonukleaz&nl (Promega)

2.1.1.3. Puferi

~ ~ ~ —%

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

50x TAE pufer(pH 85, 40 mM Tris, 20 mM natrij acetat, 1 mM EDJTA

3XIHU 1D QDQRAHQMH X]RUDND QD DJDUR]QL JHO [ 6DPSOH
DNA marker H[$&7*HQHE '13$ /D G @agrdantimaNhiolekularne mase 300, 500,

700, 1000, 1500, 200@500, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 pb

HBSS pufer Hank's BalancedSalt Solution) bez kalcija i magnezijéGibco +Invitrogen
Cat.N#1417a088)

TMA pufer (TMA-CI 1.3 M, KCI 50 mM, CaCk20 mM, MgSO4 10 mM, HEPES 200 mM,

TMA-OH 80 mM)

Za pojedineen##H L QMLKRYH NRPELQDFLMH NRULVWLOD VDP RGJRYDU
SURL]YRYyDpD

f
f
f

Pufer zaTagpolimerazu (Takara)
Pufer zalT4 DNA ligazuRoche)
1(% SXIHU MH NRULaWHIQi KpniNgtRKEi]sKg Briziomd X
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2.1.1.4. Komercijalni komplét

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

f Zaizolaciju plazmidne DNA koristila sam komercijalne komplete QIAprep Spin-piep
Kit (Qiagen) i QlAprep Spin Midprep Kit (Qiagen

2.1.1.5. Reagensi

Deoksinukleotid trifosfat ANTP2(5 mM)

Agaroza UltraPureAgarose (Invitrogen)

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

Antibiotik ampicilin (stockkoncentracija 10Gng/ml)

Antibiotik Geneticin (G418 sulfate) (koncentracija 48ml) (GibcoInvitrogen)
baktotripton (Difco)

Deionizirana voda

HBSSpufer (8 gNaCl, 0.4 g KCI, 0.14 g¢aCh, 0.01 g MgSGx7H:0O, 0.01 g MgGix6H:0,
0.06 g NaHPQx2H,0, 0.06 g KH.PQ, 1 g glukoza)

f 1xTMA pufer(1.3 MTMA-CI, 50 mMKCI, 20 mMCaCl,, 10 mMMgS04,200 mMHEPES,
80 mM TMA-OH)

~h Y~ ~ ~ ~ ~ ~ ~n —s

2.1.1.6. Plazmidni vektor

Za izradu mutiranenolekuleNHE3 koristila sam plazmigcDNA 3.1(+)s ranije ukloniranim
cDNA zaNHE3(Gene ID 10009430;0ryctolagus cuniculud..). PlazmidocDNA 3.1(+)komercijalni
MH SOD]PLG V YLAHVWUXNLP PMHVWRP ]D NORQLUDQMH XQXWDU
Hindlll i Xba uklonirara sekvencazaNHE3 (pcDNA/NHE3J.

1+( NRULAWHQ X URXR Bvole Bekvenadaé liinax J U D sek@Kcu zdiljieg HA
koji se koristio zaSRW UHEH L P XQ R@RydiRked Hnviuhdsbrodvitthssay (ELISH)gen
NHE3 VX L]PHYX QXN OH R WahirekiseNd&3WR7-NeB3G X UIDDVEk@hte z&i kopije
billegaHA. Biljeg HA je peptidderiviran iz glikoproteinaduman influenza hemagglutinirsastavljen
je od9 aminokiselina (YPYDVPDYA)Protein NHE3 sekvenceNHE3Kkoji su se koristiliu ovom radu
posjeduju tripletillegaHA JERJ p H RD Q\DXi Brdtiadpn protein HA-NHE3 odnosnosekvenca
HA-NHE3
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2.12. Programi
f NEB Tm Calculator (BioLabsh(tp://tmcalculator.neb.com/#)/
f NEB Ligation Calculatorlittp://nebiocalculator.neb.com/#!/ligatiyn

2.13. Stanice

f 6WDQLFH ILEUREODVWD OLQLMH 36 X RGIRYDUDMXUHP PH¢
ILEUREODVWD SOXuD OLQLMH &&/ NLQHVNRJ KUpND

f BakterijeEscherichia colsoja One Shot® TOP10 Chemically Competent Cells (Invitrogen)

f BakterijeEscherichia colisoja DH5D

2.14. Hranjive podloge

Za kulturu stanica koristila sam:
x DMEM medij (Dulbecco’'sModified Eagle Medium)s dodatkom25 mM NaHCQ, 10 mM
HEPES, 50 U/mpenicilina, 50g/ml streptontina, 400ug/ml G418 Neomycini 10% fetahog

seruna (GibcoInvitrogen Corporatiof

=D XPQDabQMH WUDQVIRUPLUDQLK EDNWHULMD ( FROL NRULVYV
f LB hranjivi medij Lurija-Bertan) sastava 10 g/l NaCl, 5 g/lbaktd YDapHY HNVWUDNW L

baktotripton(Difco Laboratories)

X SOC medij sastava¥ tripton, 05% baktc NYDapHY HNWWINED, RSMM KCI, 10
mM MgCl,, 10 mM MgSQ, 20 mMglukoz (Invitrogen

Za selekciju transformiranih bakterija koristila sam:
f LB hranjivu krutu podlogul{urija-Bertanimedij) sastava 10 g/l NaCl, 5 g/lbaktd YD &p HY
ekstrakt, 10 g/l baktotripton i 15 dibktoagara s dodatkom ampicilina do koncentracije od

100pg/ml (Difco Laboratories)

Za transfekciju koristila sam:
X Opti-MEM® medij s reduciranim serumom je modificirdagle’sMinimumEssential
Media, puferiran ssHEPE®m i Nabikarbonatom s dodatkohipoksantina, timidina, Na

piruvatg L-glutamirg, i faktora rasta u tragovima.ife Technologiey
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http://tmcalculator.neb.com/#!/
http://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation

2.1.5 Oprema

3&5 XUHyYDM 7TKHUPDO &\FOHU $SSOLHG %LRV\VWHPV
epruvetg Eppendof 0.2 ml, 0.5 ml, 2.5 mli 1 ml)

epruvete (Falcon, 14, 15i 50 ml)

0 M H@orteks Fisher Scientific)

Mini centrifuga (Fisher Scientific)

S8UHYyDM ]D HOHNWURIRUH]X V RGJRYDUDMXOSRBEDBOMGLFRP |
istosmjerne struje (PowerPac 200, BioRad)

f
f
f
f
f
f

Blok za zagrijavanje (Digital heatblock, VWR)

Inkubator (I®temp Incubator, Fisher Scientific)

Centrifuga (Centrifuge 5415D, Eppendorf)

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

SLSHWRUL UD]OLpLWLK YROXPHQD *LOVRQ

IDVWDYFL |JD DXWRPDWVNH SLSHWH W@p]OLpLWLK YROXPHQD
Vakum sisaljka (Maxima dry, FisherScientific)

Termostatirana rotacijska tresilica (M#ini 4000, Barnstead Lahine)

ODJQHWQD PMH&ADOLFD )LVKHU 6FLHQWLILF

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

Vaga (APX402, Denver Instrument)

UV-transiluminator (lampasult®@ M XELpDVWLP VYLMHWORP 89 ODPSD
Invertni mikroskop (Axiovert 25, Zeiss)

Inkubator (Heracell 150, Heraeus)

Sterilna komora (Heraeus)

8UHYyDM ]D VWHULOL]DFLMX $XWRNODY .DPELD

NanoDrop 2000c (Thermo Scientific)

~A Y~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ —
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2.2. Metode

2.2.1.Strategija kloniranjacDNA NHES3 sdelecijom

=D VWYDUDQMH IUDIJPHQDWD QMLKRYR BMHRYWRHELOR XS/ & ¢
stvaranju mutiranog plazmida s delecicdtiL ][ DM QLUDOD V BkasYHW SRpHWQLFD

C
_A> 4—\....’
) i ‘ [ delecija | - I
a %
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
g — :'-'-'S
mjesto fragment AD
e) Oligonukleotidne po&etnice delecije
ime vrsta slijed nukleotida

pozitivna 5'- CTGGTGACGCGCTTCACC-3'

negativna 5'- CTCTGCGTC GTAGGAGACGGAGGCCTC -3' podcrtani fIJEdOV' parova
pozitivna  5'- GAGGCCTCCGTCTCCTAC GACGCAGAGGACGTCATC -3' bazavu pqcetmu BiC
oznacavaju preklopne
negativna  5'- GTCGGAGGTCGTGTCCTT -3'
nastavke (repove)
negativna 5'- GCTGCGCCGCCGCTG -3'

Slika 7. Strategija kloniranja s delecijom. (a) shematski je prikazana sekvenca NHE3 i pozi
GLIDMQLUDQLK SRPhHWQUPDRHQWIL&$% L & NRML QDVWD
B odnosno C i D. Preklopni nastavci se nalaze na kraju fragmenta AB (zelezlédape linije) i na
SRPHWNX IUDJPHQWD & (c) pové€xidarfe@ance iiragireqd AMBH lancem fragmi
& NRPSOHPHQWDUQLP VSDULYDQMHP UHSD IUDJPHQWD
I[UDJPHQWD &' VD ]DYU&aQRP VH NakehQpewreRvahja Ciraghteat [pre
SUHNORSQLK QDVWDYDND YH&H VH '"1$ SROLPHUD]D L "
IUDJPHQW $' G XPQRAaDY D Qddkdenicd Diddmitaitw poziivninH negativr
ROLIRQXNOHRWLGQLK SRpHWQLFD
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UizZzrDGL SRpHWQLFD SD]LOD VDP GD RQH EXGX GRYROMQR G
YHIDQMH QD GUXJR QHAHOMHQR PMHVWR QD '1$ VHNYHQFL 3UY
su za stvaranje fragmenta AB koji se nalazi neposredno ispred selNidi3 koju sampostupkom
delecieaH OWMIBNGEID 6HNYHQFD SRpHW QdeRdeSR pSIRV QWEY QVHLYDR VYRMLK
komplementarno sparuje sa sekvencNiiE3 NRMD SRpLQMH V DPLQRNLVHOLQRP
SRpHWQLFH % a@isns® S\RpHQMDQLED VH NRPSOHPHQWNHEBIZXBaVSDUXME
prethodi mjestu delecijéSlika 7.a.).2EMH SRpHWIQLFISDAXR@D ED]D V WLP GD VDF
GRGDOD MRa L SUHNORSQL QDVWDYDN UHS GXJ QUYN@HRWLGD
sekvenconNHE3neposredno iza mjesdelecije (Asp61&Glu612). SMHGHUH GYLMH SRpHWQLF
C i D, dizajnirane su za stvaranje fragmenta CD koji se nastavlja neposredno iza delecije. Sekvenca
SRPHWQLFH & SR]JLWLYQD SRspHpaQje B® seltvéhEoRITES RdjbQsWediU Q R
QHSRVUHGQR QDNRQ GHOHFLMH 6HNYHQFD QHJDWLYQH SRpHWQ
NHEANRMD ]DSRpLQMH VD DREIRRNM)EGRPHOYRRPFHVS& L ' GXJH VX SDI
WLP GD VIRFEREHWRGDOD SUHNORSQL QDVWDYDN UHS GXJ
komplementarno sparuje sa sekvendehE3 koja neposredno prethodi mjestu delecije. Prema tome,
VHNYHQFD SUHNORSQRJ QDVWDYND QHJDWLYQH SRdHWA@LFH % N
kodira aminokiseline Asp610 O X GRN VH VHNYHQFD SUHNORSQRJ QDVWD
komplementarno sparivala sa sekvencom koja kodira aminokiseline Glys885. Dizajniranje
UHSRYD QD SRPpHWNX QHJIJDWLYQH SR&HW QRF M Hb SIR\S R HE\QR QH G
metode kojom sam iNHE3 deletirati sekvencukoja kodira 24 aminokiseline (Leu588rg609).

Povezivanjen fragmenata AB i CD stvorila sam mutirani fragment (fragment AD) iz kojeg je
postupkom delecijeklonjenasekvencaa 24 aminokiseline (Slika 7.d.).

3UL LIERUX SR]JLFLMD ]|D SRpHWQLFH $ L "'SD]JLOD VDP GD VH
mjesta kojaill Xasnije koristi NDNR ELK X] SRPRU UHVWULNFLMVNLK HQGRQXN
sekvenciNHE3 zamijenil mutiranim fragmentom.

B3RUHG RYH pHWLUL JODYQH SRpHWQLFH GL]DMQLUDOD VL
SRPHWQLFX 7 pLMD VH VHNYHQFD NRPSOHPHQWDUQR VSDUXMH V
6HU SRPHWQLFX 7 NR Kkuiar Begméhi]kofey RagnLglhbir@l® izBaciti iz NHE3,
NRULVWLOD VDP X VYUKX SURYM{S$lkeél74YSMHaAQRVWL SRVWXSND G

B3UL NRQVWUXNFLML SRpHWRQLFIB ptgipidkiodni habtdciGIB R p HWQLF
budu dovoljno dugkako bi seO 2 Nédvezivi 1DVWRMDOD VDP LJUDGLWL SRpHWQI
VSDMDQMD ELOH SULEOLAQR MHGQDNH WH GD QHPDMX PHYXVREC(
QHAHOMHQRJ PHYyXVREQRJ VSDMDQMD =D RGUHYLYDQMH WHPS

Calculator (BioLabs).

'L]DMQLUDQ KHarB éapahsitediziretHnvitrogeny UK, preko BiosistemaPo primitku
samliofilizirane SR p HW@&IlaFSHJHP D X S XW D P Dprgediitaih| 24 Rgt@teDdezervne zalihe
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(stocR u koncentraciji od 10@M u derilnoj vodi odnosno kao radne pripravke matrebe pokusa
koncentracijod 1000 7DNR SULSUDYOMHQH UDGQH ]JDOLKH SRpHWQLFD V

222 5HDNFLMH 3&5 QD SUHGOR&NX SOD]PLGQH '1%

Reakcija polimerazomefgl. polymerase chain reamt, PCR MH EU]D L VSHFLILpQD
sintezeinvitro Q XNOHLQVNLK NLVHOLQD NRMRP VH RGDEUDQL RGVMHpF
X YHOLNRP EURMX NRSLMD .DR SUHGORADN ]DpcOROBREHOMH NRU|
pLMH MH Y jesttizd WaodibdahidRurRetraltDNA NHE3

5HDNFLMVND VPMHVD ]D 3&5 UHDNFLMX XNXSQRJ YROXPHQD RG
X plazmidnu DNA (100 ng)
x SDU ROLIRQXNOHRWLGQLK SRpHWQLFD QJ
X smjesu deoksiribonukleotida dNTP (200 (gvViaki
X PCR pufer
x TagDNA polimernzu(2.5U)

Za amplifikaciju sam koristil@dagDNApolimerazu5HDNFLMX XPQDAaDQMD SURYRGL
]D ODQpPpDQX UHDNFLMX SROL P HAgiddREBosystemFakul]dti P d RdirmB SealrhU
provodila reakcije ovisili su o svojstvima regijakbH VDP XPQDaDOD 8NUDWNR QDNRQ
sekundina93C VOLMHGLOR MH S Revidl JanivealiQivjekos R jrthWehh EeBiperaturi
0d55°C RELPQR VDP NRULVWLOD UDT¥53G,Qpatdin BiiBezdrDReiKsUdd) larjda H § X
na 72°C.

7UDMDQMH VLQWH]H RYLVLOR MH R YHOLpPLQL 3&5 SURGXNWLE
plazmidne DNAR p H Nej& ipj@avaQ H V S HiFdrddupata. L

2.23. PrespajanjeDNA tehnikom preklapanja dvaju fragmenata

Prespajarg sekvence DNAtehnikom povezivanjdragmenatapreko preklopnih nastavaka
bazira se na konstrukciji mutiranih DNA fragmenatavitro koji na svojim 5'krajevima posjeduju
SUHNORSQH QDVWDYNH 3UHNORSQL QDVWDYdeleil RGWaHY HQIRIM H (
segmentasekvence'l$ LOL XEDFLYDQMX VHIJPHQWD XQXWDU SRVWRMHUH
fragmenta s preklopnim nastavcima, reakcip@R LK MH PRJXiUH VSRMLWL |DKYDOMXN

su komplementarni sekvenci drugog fragmenta.

Izbacivanje sekv@ FH R G QXNOHRWLGD NRML NORQLUDMX DPLQR
SRpHWQLFD ]D VWYDUDQMH GYD IUDJPHQWD $% L & NRML QD V°
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]D PHYXVREQR SRYH]LYDQMH =D VWYDUDQM HG§ |.CHINDLRIEIN K SPH
NRMH 0H QD VYRP NUDMX SRVMHGRYDWL SUHNORSQX VHNYHQF
% GRN MH ]D IUDJPHQW &' WR (Slk®D7e.)S R R MW@LD GGLRp QW QR WD Y Q H
je bio komplementaran sekwe koja je neposredno prethodila mjestu delecije, dok je preklopni
nastavak koji je ostajao slobodan poput repa posjedovao sekvencu komplementarnu sekvenci koja je
VOLMHGLOD RGPDK LD PMHVWD GHOHFLMH =D IULQd&kW &' SR]L
=DYUaQL GLR SRpHWQLFH & MH ELR NRPSOHPHQWDUDQ VHNYHQF
preklopni nastavak posjedovao sekvencu koja je bila komplementarna sekvenci koja je prethodila
GHOHFLML 3RMHGQRVWIoYMW MERR SOHB8 HRPEWHDQ FFRpPHWNX IUDJIP
SRPHWQLFH & ELR NRPSOHPHQWDWBY NUDMX IUDJPHQWD $% 60l

U prvoj sereakciji PCR najprije stvore fragmenti AB i CD sa svojim preklopnim nastavcima
(Slike 7.b.) ReakcijaPCR je provedena u putosti VYH pHWLUL SRpHWQLFH, SRpHWC
plazmidapcDNA/HANHE3 Taq polimerag, nuUNOHRWLGD L RGJRSaBaypivestiigdel SXIHUL
PCRprikazan je u Tablici 1, dok swptavkereakcijePCRprikazanesu u Tablici 2.

Tablica 1. Sastawsmjes prve reakcije PCR

fragment AB| fragment CD

) (W)
%} Sv](10uMm) 15
%} Sv](10uM) 15
%0} Sv](A0uM) 15
%} Sv](@A0uM) 15
PcDNAHANHES (17 ng/pl) 3 3
dNTP(2.5 mM) 3 3
Taqg pufer 10x 5 5
Tagpolimeraza(5 U pl) 1 1
dHO 35 35
Ukupno 50 50

Tablica 2. Postavke prvaeakcije PCR

Korak | Korak Il (30 ciklusa) Korak 11l
95°C 94°C 55°C 72C 72°C
I/ [ ll 1l 2! é [
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DrugareakcijaPCRje provedena u prisutnosti fragmenata AB i TBg polimerazenukleotida

L RGIJRYDUDMXUHJ SXIHUD TikkdmBveréakijeR GRIMIIL DSIR imblaki Isé (i

visokoj temperaturi (983& UD]JGYRMH L ]DWLP VH SUPL&V @GERHYPMSWHIRISHDQ
preklopnih nastavaka lanaca dvaju fragnten@ako se preko preklopnih nastavaka lanac fragmenta AB
SRYHAH V ODQFHP |UD&R N&kid Povkzivabj® lahbba dvaju fragmenata dolazi do
elongaciH WDNR "EW B ROLPHUD]D Y Hpaddezarihpigklopriih Havidta i sintetizira
komplenentaran lanac na kalupu povezanog lanca (Slika. 1 D W D Md@\2 ffraginenta nastaje

novi mutirani fragmentAD. 6 RE]JLURP GD VDP X UHDNFLMVNRM VPMHVL L

UDVSRORALYLK IUDJPHQDWD $% LSa&taviruyRdvhieselPRRpikapanNeHs VP D QM+
Tablici 3, dok su pstavkereakcijePCRprikazanesu u Tablici 4.

Tablica 3. Sastav smjesé@ruge reakcije PCR.

sastav pl
fragment AB (3&g/pl) 53
fragment CO034 ng/ul) 15
dNTP(2.5 mM) 2,5
10xTaqpufer 5
Taq polimeaza(5 Upul) 0,2
HO 35.5
UKUPNO 50

Tablica 4. Postavkereakcije PCR.

Korak | | Korak Il (12 ciklusa] Korak Il
95°C 95°C 72°C 72°C
i il T o
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0D O X N RMutirprio® agmenta ADPdobivenog u drugojeakciji PCR, bilo je potrebno
X P Q R &lakahLizolacije iz gela mtirani fragment ADMH NRULSWHGONRBERPN ]D WXPQRADY

V O L M ACRHaakci U ovoj su reakciju reakcijsku smjesporedfragmenta ADNDR SUHIGQO R&a&ND

polimeraz QXNOHRWLGD L R Gddeared UTR\b X WEHQ D e 3e) dmplementarno
sparuju s krajema mutirarog fragmenataAD (Slika 7.d.). Sastav W U sinjddePCR prikazan je u

Tablici 5., doksu postivkereakcje PCRprikazare u Tablici6.

Tablica 5. Sastav smjeseWV U dakeije PCR.

sastav ul
fragment AD(2 ng/pl) 37
%0} SVv](10 uMm) 1,5
%} §Vv](10 uM) 1.5
dNTP(2.5 mM) 3
10x pufer 5
Taq DNA polimeraz® U/pl) 1
H.O 38
UKUPNO 50

Tablica 6. Postavkereakcije PCR.

Korak | Korak 11 80 ciklusa) Korak 11l

95°C 9¥C | s55%C | 72C | 72C
i i i T 6]
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2.2.4. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

+RULIRQWDOQD HOHNWURIRUH]D X DJDUR]JQRP JHOX MH VWD
PROHNXOH '1$ SRG XWMHFDMHP LVWRVPMHUQRJ HOHNWULpPQRJ
'1$ XWMHpX PROHNXODUQD YHOLpPLQD L NRQIRUPDFLMD '1$ MD
elektroforezu te koncentracija agaroze. U ovom sam radu htalno elektroforezu upotrebljavala za:
aQ) SURYMHUX UH]XOWDWD XPQDabQMD ODQpDQRP UHDNFLMRP
b) provjeru rezultata cijepanja plazmidne DNA restrikcijskim endonukleazama
c) izolaciju DNA fragmenata

8NUDWNR DJDUR]QL JHO VDP L]JUDLGIHGD Q\DD M R [ ABHRSX DHPURJFPD L
40 mM Tris, 20 mM natrij acetal, MM EDTA) i potom smjesu zagrijavala u mikrovalnoj dok se nije
RWRSLOD RGQRVQR GRN VH QLMH VWYRULOD SUR]JLUQD L ELVWL
1XTAE puferom ovisilaje cSRVWRWNX JHOD NRML VDP L]UfaghehBt®@WAEWR MH |
NRMH VDP KWMHOD UD]GYRMLWL UDGL ODN&H LGHQWLILNDFLM
temperature pri kojoj sam posudu s agaroznom smjesom mogla primiti u ruku, ililaxsaQRVDp JHOD
QD NRML VDP SUHWKRGQR SRVWDYLOD pHabDOM ]D IRUPLUDQMH M
sam dodala boju za géb€l Star Nucleic Acid Gel StainX RPMHU X 5DGL VH R LQWt
UHDJHQVX NRML VHEnAAIUD Y XWHPH RPIRXIXUXMH YL]XDOL]DFLMX '1$ !

1DNRQ SROLPHUL]DFLMH DJDUR]JQRJ JHOD QRVDp JHOD VDP
X NDGLFX XOLOD [7%$( SXIHU WDNR GD VORM SXIHUD L]QDG JHO
L] YDGLOD pHabOM L]D NRMHJ VX X JHOX RVWDOH IRUPLUDQH N
DIJDUR]J]QRJ JHOD PLMHA&ADOD V S kadrg Ry amjerbD1DR.Eebfétte2Xi] RUD N D
sam provodila pod stalnim naponom od W@ trajanjeje ¥ LVLOR R Yay@énalddNE koje
je trebalo analizirati i/ili izolirati.

8 VYUKX R GUH y Lfrabnizivai2DNA @algelLs@nd nanosila bilieg molekulske mase.
fragmenti'l$ VX QDNRQ JDYU&A@HQH HOHNWUR I-RansilfdinatarpsmndiéniL UD QL S|

kamerom.

2.2.5. I1zolacijafragmenata DNAiz agaroznog gela

IzolacijufragmenatdNA, nastalihreakcijomPCR ili djelovanjem restrikcijskih endonukleaza,
L] DIJDUR]J]QRJ JHOD SURYRGLOD VDP X VYUKX QMLKRYMIDLBQRKLAC
produkata koji mogu interferirati u postupku kloniranja. U tu svrhu koristila sam komercijalni komplet
za izolaciju DNA iz gela (QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) i DNA fragmente izolirala prema
XSXWDPD SURL]YRyYDpD

S8NUDWNR Q Drddkc(pnd 3¢5 LR GMHORYDQMHP HQ GR@eXINOHD]D
'1$ SRG 89 VYMHWORP VDP L] JHOD LJUH]DOD QDMPDQML PRJXUul

26



fragment'1$ ,JUH]DQL NRPDGLUO JHOD VDP L]YDJDOD L SRWRP RWRSL
gela. Smjesu sam zatim inkubirala 10 min n&6G@ svrhu potpunog otapanja agaroznog gela, nakon
pHJD VDP X QMX GRGDOD Y RIOXWP RIL MHREDUIRTS DEMR IS BILLIEGNR/ YWIIRR) XN ¥
nanijela na kolonu za izolaciju DNA, koju sam zatim centrifailgi 1 minutu na 12500 okretaja/min na
sobnoj temperaturi. Nakon toga sam kolonu isprala s puferom za ispiranje kojim su se s kolone uklonile
QHpLVWRUH L UD]JOLPpLWH VROL ,VSLUDQMH VDP SURYHOD GRGDY
kolone [ PLOQXWX QD RNUHWDMD PLQ 'UXJLP FHQWULIXJLUDQWN
NRORQL 6NLGDQMH '1$ V NRORQH SURYHOD VDP GR-GIDPHDQMHP
X VUHGLAQML GLR NRORQH X NR Maisamkeloqubedtbffigirala-ppbo@d '1$ QD
PLQXWX QD RNUHWDMD PLQ .RQFHQWUDFLMD L pLVWRUD |
apsorbancije na 260 nm i 280 nBIR P RXIXH Waridop 1DNRQ RGUHYLYDQMD NRQFHC(

uzorak sam pohranila R0 °C

2.2.6. Cijepanje plazmidne DNA restrikcijskim enzimima

Plazmidnu DNA s genom za nemutirddiHE3 (p)cDNA/HANHE3) odnosno mutiranNHE3
(pcDNA/JHANHESJ) tretirala sam restrikcijskim endonukleazankanad, Hindlll, Kpnl Kkoji

prepoznaju i cijepaju nukleotidrsekvence (restrikcijska mjesta):

Pmad 5«&$P&CT*« 3
3'«*7 &CA & «5'

Hindlll 5« APAGCTT « 3
3'« TTCGAMA «5'

Kpnl 5**7$ & & «3'
J«&&PT** &

Djelovanjem enzimaPmaQ nastaju DNA fragmenti s tupim krajevima, dok djelovanjem
enzimaHindlll i Kpnl nastaju DNA fragmenti s ljepljivim krajevima. Restrikcijske enzime sam

koristila:

a) za pripravljanje plazmidpcDNA/HANHE3 X NRML 0H VH XJUDGLWL XNORQLUI
mutiranom sekvencom (umetak),
b) ]ID LVSLWLYDQMH XVSM H alezrRniWwekd@dD RAGHANMHE3IX P HW N D

C) za ispitivanje orijentacije umetka unutar mutiranog plazrpiclaNA/dHANHES

2.2.7. Defosforilacija tupih krajeva plazmida tretiranog restrikcijskom endonukleazemad
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.DNR ELK VSULMHpPLOD U HeEDNANXNXHET; LvehodsoOtetjranoG D
endonukleazor®maqQ, plazmid sam podvrgnula postupku defosforilacije. Naifmad stvara tupe
NUDMHYH NRML VH WLMHNRP OLJDFLMH PRJX VSRMLWL L WLPH R
provela s enzimorfosfatazg Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP) koja s nukleotida na tupim krajevima
RGFMHSOMXMH IRVIDWQH VNXSLQH 1D WDM QDpLQ MH VSULMHDpPF

Ukratko: plazmidpocijepan s enzimon®PmaQ koji sam uepruveti SRPLMHAaADOD ]DMHG
enziman fosfataza prikladnim puferom sam inkubirala na 37 kroz 20 min. Nakon toga sdosfatazu

inaktivirala dodatnim inkubiranjem na 86 tijekom 15 min.

2.2.8. Ugradnja DNA fragmenata u vektorski plazmid postupkom ligacije

Ligacija je postupak koji oR I X U XM H KagohBn&QNW Xumetka) u vektor stvaranjem
IRVIRGLHVWHUVNLK YH]D L]JPHYX YHNWTRIUDALgaXe® HoalchuDsa SULV X W
koristila za ugradnju fragmenta AD tretiranodPmaQ (umetak) u vektopcDNA/HANHES. Prije
S URYjR jidh€)e bilo je neophodno pripremiti umetak i vektor. Njih sam najprije podvrgnula
djelovanju restrikcijske endonuklea®@maQ koja vektor i umetak cijepa na dva mjesta] P Hy X
nukleotidaC840G841 i C1914G1915 Prije ligacije umetak i plazmid sam iopLUDOD L SURpPpLVW
SOD]PLG VDP GRGDWQR GHIRVIRULOLUDOD GD ELK WLMHNRP OLJI
krajeva vektora.

Ligaciju sam provela wpruvetiu prisutnostiPmaQ tretiranog i defosforiliranoglazmida
pcDNA/HANHES3 fragmeata AD tretiranog £maa (umetak), enzimal4 ligazeL RGJRYDUDMXUH
pufera u ukupnom volumenu od 200 6 PMHVD MH VDGUAaAaDYDOD YHNWRU L X
LIUDpXQDYDQMH SRWUHEQH PDVH L RPMHUD X UHDNFLML NRULYV
smjesu sam inkubiralana1& X YRGHQRM NXSHOML 7HUPDU &\GHU $SSOLHC
kraju sam enzinigazu X OLJDFLMVNRM VPMHVL GHDNWYYiekod COOnh.QNXELUD
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2.2.9. Stvaranje kompetentnih bakterijskih stanigd FKHULFKLD FROL VRMD '+ . NHPLM"

Bakterijske stanic&scherichiacoliVRMD '+ . LQRNXOLUDOD VDP X PO WHN
DQWLELRWLND L SXVWL O DGR 22bkiddayaikhixiutt Bue Narf @drail sterilhim

uvjetima.

SOMHGHuUL GDQ VDP PO WHNXUHJ PHGLMD V QDUDVOLP V!
WHNXUHJ /% PHGLMD EH] DQWLELRWYXN R25_olkrepapxnibutl) Djekdbm J D VD
LQNXEDFLMH VDP SRPR@8OV$HEWRNRNRIW R ¥ R O\ BRISR0Y kbpaNnKje
ELOD RULMHQWLU ]D GXOMLQX LQNXEDFLMH ,GHDOQD JXVWRUD
WDNR SULKYDWOMLYH 8NROLNR MH RSWLPpND JXVWRUD PDQMD R

Po 30 ml inkubcijskog medija sa stanicama sam nakon inkubacije prenijela u Corex tube i
centrifugirala ih 5 min na 4C i 5000 okretaja/minuti (300@). Uklonila sam supernatant, a talog sam
resuspendirala u 15 ml (1/2 volumena) hladnog 50 mM La@tomsuspenzijunkubirala na ledu 30

min. Nakon inkubacije, tube sam ponovno centrifugirala 5 min9&ai4000 okretaja/minuti.

Nakon centrifugiranja sam izbacila supernatant, a stanice sam resuspendirala u 1/10 volumena
(3 ml) hladnog 50 mM Cagl resuspendirane sta@ sam razdijelila tubice U svakuepruvetusam
stavila po 10Qul resuspendiranih stanicg@ohranilaih na-80°C.

7TUDQVIRUPDFLMD EDNWHULMH ( FROL VRM '+ . SOD]PLGQRF

7TUDQVIRUPDFLMX EDNWHULMVNLK VWDQ laFkr&8Kd,BsYOHIOD VDP P
OLJDFLMVNH VPMHYVH Sikempekdrailbekizrijgithstaniéacoli '+ . 6PMHVX VDP
SRWRP LQNXELUDOD QD OHGX PLQXWD QDNRQ pi¥€kizMDP VWDQ
sekundi. Nakon 1 minutnog inkubinja bakterija na ledu, smjesi stanica sam dodalgu800 WHN X (i H J
SOC medija i potom smjesu inkubirala jedan sat naf®& X] PLMH&ADQMH QD RNUHWD
LOQNXEDFLMH 8 shjdséttadsioRniranih stanica sam nasadila na kruti selekcBshkiedij
DJDU NRML VDGUAL DQWLELRWLN DPGUWifkultato@. L RVWDYLOD LK Sl

8PQDADQMH SOD]PLGQH '"1$ L QMHQD LJRODFLMD L] NRPSHW
postupkaMini/Midi prep

Plazmidnu DNA izolirala sam iz trangfoiranih kompetentnih bakterijskih stanica. Za malu
NROLpPpLQX SOD]PLGQH '1$ EDNWHULMH VDP LQRNXOLUDOD X PO
EDNWHULMH LQRNXOLUDOD X PO WHNXUHJ /% PHGLMD VD VHOL
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ostaviMDOD GD UDVW X°Guz A2% Rkréx&airhin(Nakon ~18 satne inkubacije bakterije sam
centrifugirala 2 minute na 45@D Ostale korake sam provodila prema uputama komercijalno dostupnih
kompleta za izolaciju plazmidne DNA (Mini prep ili Midi pré&g, Qiagen).

S8NUDWNR LVWDORAHQH EDNWHULMH VDP UHVXVSHQGLUDOD
GRGDOD SXIHU ]D OL]X VWDQLFD L L]JPLMH&ADOD VDGU&DM ODJDQ
3 minute dodala sam neutralizacijski pufe@ § UADM RGPDK L]PLMH&ADOD ODJDQLP Rt
Nakon kratke inkubacije lizirane bakterije sam centrifugirala kroz 10 minuta pri 2R06£akciji Mini
prep, dok sam weakciji Midi prep lizirane bakterije protisnula kroz filter. Nakon centrifagia
VXSHUQDWDQW L] HSHQGRUILFH VDP SUHQLMHOD QD NRORQH N
X NRMHP VH QDOD]L SOD]PLGQD '1$ SULOLNRP FHQWULIXJLUDQMI
'1$ YHAH ]D NRORQX 1D NUDMWD SKOWPOQRWRF. QRPUIDOLDYSLUDQMH
elucijskog pufera (10 mM Tr€l, pH 8.5) kojim sam plazmidnu DNA eluirala s membrane kolone.

.RG SULPMHQH OLGL SUHS NRPSOHWD SOD]PL @reckitddjégm VDP MR
izopropanoloni ispirafjem u 70% etanolu . RQFHQWUDFLMX SOD]PLGRUHmMBEM DP R(
Nanodrop ,]JROLUDQX L SURpPLAUHQX SODPXGQX '1$ VDP SRKUDQLOD

2.2.12. Sekvenciranje mutirane plazmidne DNA

Za izradu ovog diplomskog rada sekvencirani su DNA uzorci mitingiazmida za koje je
UHVWULNFLMVNLP HQ]JLPLPD L 3&5 UHDNFLMDPD SRWYUYHQD GH
PXWLUDQRJ SOD]PLGD =D XVOXJH VHNovHerd khDIgMdDcirBnRU L & W H C
(www.macrogen.com) koji se nalazi u Amst&d® X 1L]J]R]JHPVND .RUL&AWHQD MH C
"Standardseq single Regularr D ]D SRpHWQLFH SULOLNRP VHNYHQFLUDQMD
$ L QHJDWLYQD SRpHWQLFD ' WH QRYRGL]DMQLUDQD SRpHWQLFL
izradioMacrogen.

8]RUFL VX VHNYHQFLUDQL L] RED VPMHUD NRUL&GWHQMHP SF
UDGL WRpPpQRJ pLWDQMD pLWDYRJ VOLMHGD

2.2.13. Kultura stanica

SWDQLFH 36 VX NRPHUFLMDOQH VWDQLFH NXOWWYLUDQH
uvjetimainvitro X LQNXEDWRUX |]D VWDQLpPpQX N X tmnperaturiXdBIWRRVIHUL R
KUDQMLYRP PHGLMX '0(0 QDGRSXQMHQRP V IHWDOQLP JRYHYLF
VHUXP 6YH SRVWXSNH SUL U D®dilassam savgteripiopoidpiRarheX ©kabkéetd PD S U

za rad u sterilnim uvjetima s laminarnim protokom zraka.
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Stanicama sam mijenjala hranjivi medij svakd @ana. U hranjivi medij za netretirane stanice
PS120 nisam dodavala antibiotik, dok sam u medij zafieaimane stanice dodavala antibiotik G418 u
koncentraciji od 400 ug/ml (selekcijski medijg U H V D ydtahidarovbidila VDP SULEOLAQR MHG
WMHGQR RGQRVQR NDG JRG MH NRQIOXHQWQRVW VW@®OLFD QD
SUHVDyAWDQIMAD VDP SURYRGLOD QD VOMHGHUL QDpLQ QDMSULM
E R p ukioHila stari medij, zatn sam dodala 5 npuferaHBSSkojeg sam uklonila nakon inkubacije
od 3-5 min i na kraju stanice inkutaila 22 min u 1 ml tripsina (@5%). Tripsin odvaja stanice od
podloge (tripsinizacija stanica). Kada su se stanice odvojile od podloge dodala bih 5 ml hranjivog medija
L VWDQLFH UHVXVSHQGLUDOD SURYODpPpHQMHP NUR] SLSHWX 1D |
resuspendiranoP HGLMD VD VWDQLFDPD NDS LOLuYERPpUWRERIGHPHQ SUEL
prethodno dodala-8 ml hranjivog medija, a preostale stanice bih baStnice bih ponovno pohranila
u inkubator na 37C i 5% CQ.

2.2.14. Transfekcija plazmidne DNAustahpQX NXOWXUX ILEUREODVWD

7TUDQVIHNFLMD MH SRVWXSDN XQR&HQMD SOD]PLGQH '"1$ X V)
VSHFLILPQRJ SURWHLQD X VWDQLFDPD

7TUDQVIHNFLMX VDP L]YRGLOD QD VOMHGHUL QDpLQ QDVDGL(
poNXVD X SORpPLFX VD EXQDULUD WDNR GD VX QD GDQ SRNXVD
IDSRpLQMDOD WDNR GD VDP ]D VYDNL SOD]PLG NRML VDP SODQ
tubicama 8 MHGQRM VDRL SRRGOGIR¥DODMXaiHI SODOPRBGLMD EH] VH
2SWLO(0 PHGLM D X GUXJRM VDP SRPLMHADOD XO /LSRIHNWLEL
BULUHYHQH RWRSLQH VDP RVWDYLOD GD VH LQNXELUDMX PLC
PHYXVREQR SRPLMHADDDHIGQOKNXEPURAWDRLKB8QPHYyXYUHPHQX VDP
SORpPLFL V EXQ bvd huid GpiMEM SiedijehBtanicesamLQNXELUDOD VDWL V PM
Lipofectamina i plazmida na 3T uz 5%CG0O,. Nakon inkubacije stanicama sam dodala 3matlija
DMEM EH] DQWLELRWLND L R \s#rutyd ptobijéhibHnedy | Ganice ostasild datjnjih
24 sata DMEM medijubez antibiotika. Ukoliko je bilo potrebrgtanice sam presadildakon 24 sata
stanicama sam promijenila medij i inkubirala imedju DMEM sa selekcijskm antibiotikom G418 u
koncentraciji od 80uJ PO AWRRWMVUXNR YHUD NRQFHQWUDFLMD RG NRQ]
QRUPDOQR RGUA3aDaioaD3120. LDNRVD &V XJH SDVDAH L NRQAXHQWQR

napravila sanprvo zakiseljavanje stanica.

2.2.155. Selekcija stanica postupkom zakiseljavanja
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Postupak zakiseljavanja (eragid loading koristilasam za odabir transfecirarstanicaPS120
koje imaju dobru ekspresiju mutiranog proteina NHE3 u membrani. Ovim sepgostlPS120 stanice
L]IODaX OHWDOQRM NRQFHQW&OFINNRMDNLERYRGH GR ADOONAWQRJ >
zakiseljavanja. Za oporavak stanica je neophodna prisutnost proteina NHE3 u membrani stanice. Stoga,
daljnja inkubacija stanica u otopini kojaGaJ AL RIDRJX ULW GUH SUHALYOMDYDQMH VDF
u svojoj membrani posjedujunkcionalniprotein NHES3.

Ukratko: stanice PS12€ransfecirangplazmidom Q DV D y EQ H Lis¥avljene rastdo 70
80% konfluentnosti inkubirala sam s 40 mM MHkroz60 minuta. Nakon isteka inkubacije, staklenom
pipetom sam izE R p udiskla 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
NaCliu E R p dddxlaDMEM selekcijski medij s antibiotikom G418 (400 ug/ml).
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'L]DM QL UD Q MamStiRpjel §er@uN HE3

8 GLIDMQLUDQMX SRpHWQLFD ]D L]UNBE3KiIdGebGidi hajprij Q X W D U

OGUHGLWL NUDMQMH S R]LsekviheeNHE3 SRdefhinagL FhHpoXicjaX tréliald je
]JDGRYROMLWL VOMHGHUH XYMHWH

GD VH L]PHYyX NUDMQMLK
XNORQLWL

GD VH L]PHYyX NUDMEAMULKVSWILREMDVSIRpRWRVY WD (
umetanjemutiranog fragmenta u plazmptDNA/NHE3i (3) da su fragment prije i nakon delecije

UD]evehphMWQH GMDNR VH PRAH ODN&H UD]JOLNRYDWL JHO HOHNWURIF

'L]IDMQLUDOD VDP SHW SRpHWQLFB SRVMHDYWOMHQH WDNR G
GHOHFLMH 3RpHWQLFX NRMX VDP SR]JLFLRQLUDOD QHSRVUHGQR
VDP SRpHWQLFX NRMD MH SR]JLFLRQLUDQD QHSRVUHGQR L]D GHC
dHOHFLMH RGDEUDOD PHWRGX SUHNODSDQMD NUDMHYD GYDMX
GLIDMQLUDQMX GRGDOD W]Y SUHNORSQH VHNYHQFH 8 SRpHWQL
(9 parova baza) koiji je bio komplementaran slijedu bazade®jgalaze neposredno iza mjesta delecije.

8 SRPHWQLFL & MH SUHNORSQD VHNYHQFD VDGUADYDOD VOLMHG
slijedu baza k@ su prethodile mjestu delec{jglika 8.)

Oaa 100 200 300

400 500 600 700 800
ob 300 1200 1500 1800 2100 2400
\ | [ [ | [ [ [
4 A e 3
—_— N p
= i1 -
) L)
Pmaci B Pmaci D
280 aa. 638 aa.
838pb 1912 pb
60OLND

'L]D M Q L U BaQidlddijusgip NWER) L3RRy H W (pbAtiMna)i D (negativna)
QDOD]H VH QD GYD VXSURWQD NUDMD Reg&ivheE)MONIDziB/ra
pozicionirane neposredno prije i poslije deleciBRpHWQLFH % L & SR VK
preklopne nasb YNH JPHYyX SRpHWQLFD @sttikcysloQripe€blxhLrestricijsktt
endonukleazmaCl GRN VH L]PHYyX SRpHW Qiestikcigidm|esd Ba®@mCI. G
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3R]JLFLMH ]D VOMHGHUH GYLMH SR pHuvegilabah n&kénpandW@® LFX $ L
sekvence gendHE3 X NRMRM VDP WUDALOD SRWHQFLMDOQD UHVWULNFL!
NRMH ELK LVNRULVWLOD X |DYUAQRM ID]JINNBZY®X O R WMD GPH U H FQ L
PRJOD SURQDUL N R Rriktij§kih EhdehDkl G Xal Kej& plaizkhist DNA/HANHES3 cijepaju
VDPR QD MHGQRP PMHVWX RGDELU VRAM4AN&aFEkpeQdulgendHEHR QD HQ
cijepa na dva mjesta i pritom ne djeluje na vekiDNA 3.1(+) EnzimPmaa cijepasekvencuyena
NHE3 QD GYD PMHVWD LJ®RBEM1QKNIEGIRY L G D

Pozicije restrikcijskih mjesta za enziimaQ utjecaleVX QD LJ]UDGX SRpHWQLFD $ L
$ MH SRVWDYOMHQD QHSRVUHGQR LVSUHG GRN VDZa SRpHWC
638 NDNR EL PL X VOMHGHUOLP NRUDFLPD ELOR ODN&H UDVSR]QD
SRPpHWQLFH '

Pozitivna éense SRpHWQLFD $ahtisénse)®RpLHND@ILR-UDL 84\zB hHranje
I UDJPHQWD $% NRML QD VYRP XHQMX NVPONL &R HWHNOGIRBQ XS R pIW
SRPHWQLFD & L QHIJDWLYQD SRpHWQLFD ' VWYDUDMX IUDJPHQYV
VHNYHQFD NRMD SRWMHpH RG SRpHWQLFH & 3RYH]JLYDQMHP IUD.
MH XNOR Qasdkddca H O M H

3UL NRQVWUXNFLML SRpPHWQLFD SD]LOD VDP GD SRpHWQLFH
SRPHWQLFD % L & EXGX GRYROMQR GXJL ]D ODN&H SRYH]LYDOQN
WHPSHUDWXUH VSDMDQMD GEHPBMXUPH@X ¥Q R QRH I8 RDNGIHWW H QGADD U G
EL GRA0OR GR QHAHOMHQRJ PHYyXVREQRJ VSDMDQMD

3HWD SRpHWQLFD MH LPDOD WHVWQX XORJX L QMRPH VDP
IUDJPHQWX $' 6WRJD MH WHVWQD SR pHWaGekvdhci BR[sEMIQIFD 7 E|
XQXWDU SRGUXpMD GHOHFLMH

3.2.Konstrukcija mutirane sekvenceNHE3

6WYDUDQMH IUDJPHQWD $' L] NRMHJ MH LIEDpHQD VWHNYHQFL
Arg609) provedeno je kroz nekoliko koraka. U prvom sam koraku BRdi SRpHWQLFD JHQHUL!
fragmenta’'l$ IUDJPHQWH $% L &' %XGXuL GD MH QHIJDWLYQRM SRpH
5~ NUDMHYLPD GRGDQD SUHNORSQD VHNYHQFD WR UH IUDJPHQWL
sekvenci (Slika 9.a.). U drugonkoraku dolazi do povezivanja dvaju fragmenata i sinteze
NRPSOHPHQWDUQLK ODQDFD QDNRQ pHJD QDVWDMH PXWLUDQL
IUDJPHQW $' LIROLUD L NRULVWL NDR SUHGORADN ]D XPQRAaDYDQ

3.2.1. Stvaranje fragmnata AB i CD
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JUDJPHQW $% ]DYU&ADYD QHSRVUHGQR SULMH GRN IUDJPH
sekvence koju sam planirala izbaciti iz sekvence geH&3 Fragment AB, pored sekvence koja
odgovara slijedu aminokiselina Leu273\ U QD VYRP Nzu. priskipMiBsekikbadu koja se
komplementarno sparuje sa sekvencom za aminokiseline Agpi&B22. Fragment CD, pored
sekvence koja odgovara slijedu aminokiselina Asp&1d S QD VYRP SRpHWNX VDGUA
sekvencu koja se komplementarno sparugekaencom za aminokiseline Glu589r585. Prema tome,
fragment AB je zajedno sa preklopnim nastavkom dug 948 pb, dok je fragment CD zajedno sa svojom
preklopnim nastavkom dug 441 pb. Fragmente AB i CD sam nakon provedene PCR reakcije
YL]XDOL]JLUDPO BRARWWURIRUH]H 9HOLpPpLQH GRELYHQLK IUDJPHQ
SR]JLFLMDPD ELOMHJD VWDQGDUGQRJ '1$ PDUNHUD RG NE ,] 60
$% L & RGIJRYDUDMX RpHNLYDQLP YULMHGQRVWLPD

pb

o 10000
A, Ny 8000
------------------------------ 6000
.............................. 5000
Q—B,. A L 4000

3000
2500

PCRl 2000

preklopni nastavak 1500
fragment AB (948 pb)

1000

700
preklopni nastavak fragment CD (441 pb)

500

300

Slika 9. StvaranjefUDJPHQDWD $% L &' SR P R&E)PARHdaRtFamE uHkdgig:
je plazmidocDNA/HANHE3 SRPLMHADQ V SRpHWQLFDPD $ L % RC
dva PCR produkta, fragment AB koji je s preklopnim nastavkom dug 948 pb odnosno fr
CD koji je s preklopnim nastavkom dug 441 pb. (b) Vizualizacija PCR produkata n
HOHNWURIRUH]L SRND]XMH GD VH IUDJPHQW ®%0 pl© ta®
VH IUDJPHQW &' OLQLMD Q D @0 hb.Q IR RpHHNL WiEbker RINA
]D SURFM H Gagmere@DNA. Q H
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3.2.2. Povezivanje komplementarnih krajeva fragmenata AB i CD

1IDNRQ LIRODFLMH GRELYHQH IUDJPHQMWidkédsedkclePOROP SRYH]
lanci svakog fragmentsu se prvoazdvojli (95°C), zatim VX VH UD]J]GYRMHQL ODQFL QD Q
(72 °C) povezali preko preklopnihnastavaka da bi sea kraju Taq polimerazavezala nakrajeve
SRYH]DQLK GLMHORYD ODQDFD L VLQWHWL]LUD NRPSOHPHQWDU
lanacazapr6 ORADN 6OLND D

Ovaje reakcijaPCR provedena u prisutnosti fragmenata AB i T8y polimerae, nukleotida
L RGJRYDUDMXUHJ SXIHUD 2 XXG R GL X5W Q@RI AjEko SSHR[pH&MKE)E RED W
GROD]L GR XPQRADY D.CBW&ajl 5eDridetNRWD p EQH | U DERE RQWIRGCH
polimerazaP R &idtetizirai komplementarne lanGamo n&alupima lanaca fragmenata AB i GDji

susePHVXVREQR p&RoYprEkdpnih nastavaka (Slika 10.a. shematski prikaz djeloVanja

polimerazenadnu slike)

a) b)

fragment AB

PCRﬂ

lanci se povezuju preko
preklopnih nastavaka

fragment CD

1110111 —
fragment AB DNA polimeraza
U 1111111 —
DNA polimeraza fragment CD

sintetizira komplementarne
lance pocevsi od mjesta
gdje su lanci povezani

Slika 10.Povezivanje fragmenata AB i CD i stvaranjefragmenta AD SRP R U X UHD N(RL
3&5 UHDNFLMRP MH RPRJXUHQR SRYH]LYDQMH IUDJPHQ
VHNYHQFL 1D SRYH]DQH IUDJPHQMIH NWRH DY H/AH W HIWV LY
komplementarne lance. Nastaje fragment AD. (b) Uzorak PCR reakcije na gel elektroforezi (|
pokazuje prisutnost triju fragmenata: AB (948 pb), CD (441 pb) i fragmenta AD (1362 pb). Fra
$' MH RpHNLYD.QOR WHRQWURED NRUL&AWHQ MH IUDJPHQW
NRMRM VX SRpHWQLFH $ L ' SRPLMHA&D Q H-NHE3 H-Payriéht WBII,
GXJ SE VH QDOD]L QH]QDWQR LVSRG ELOMHJID ]Denta
AD. 0 R]QD pD YnarkerBINA zaS U R F M H Q XragrhkeQdtpNAQ H
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Fragment AD je mutirani fragment nastao postupkom povezivanja fragmenata AB i CD preko
SUHNORSQLK QDVWDYDND SRPRINKES RMIDK HMID LY HNHYNHYQHDF N RIMID
aminokiseline (Leu586+$ U J OXWLUDQL IUDJPHQW $' MH VWRJD ]D QXN
koji nastaje kad SSRpHWQLFH $ L ' SRPLMH&DM XpcDNAHARNHEI (thDn@htP SOD]P L
wAD). Mutirani fragment AD je dug 1362 parova baza, dok je fragimvAD dug 1434 parova baza.
JUDJPHQW Z$' VDP NRULVWLOD NDR NRQWUROX X RGUHYLYDQMX
PRAH YLGMHWL QD VOLFL E IUDJPHQW $' OLQLMD MH QH&AWEF
YHOLPpLQD QH I Jj@daraQBOO0LpErsva Baz& (Slika 10.b. linija 1)

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

V O M IRGRFéaHcije.
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8PQRADYDQMH IUDJPHQWD $'

Mutirani fragment AD stvoren uprethodnojPCR reakciji sam izolirala iz gela i koristila ga
NDR SUHGORADN ]DV R MMREZRNRRGiNIHkax11.a.). Ovoj su PCR reakciji pored
fragmenta ADTaq polimeraza QXNOHRWLGD L RGJRYDUDMXuHJ SXIHUD GRGD

Na slici 11.b. prikazani stezuO WD W L X PruRrarbgrfiagdrera AD (linija 1). Kao
kontrolu koristila sanfragment wADQ prikazan uiniji 2, koji je dobiven PCR reakcijom u kojoj su
SRpPHWQLFH $ L ' SRPLMHAaD QH ptDNAHAXNER WdkQjé PagenDWRD. 2R P
72 nukleo GD YHUL R GragmMeamdADDVDREL VH QD HOHNWURIRtWadkdd PRUDR
fragmena AD. Na slici11.b.PRaH VH MDVQR YLGMHWL GrAgrivehtaMADkbpPs¢QW $' PD
QDOD]L QH]QDWQR LVSRG UD]LQH '1$ ELDWMHIWRNR M 1 RR]OADI) DR |
YHOLpPpLQL IUDJPHQWD Z$' RG SDURYD ED]D

Slika 11.UPQRADYDQMD U DSIPRHRIXDUSI D N ) Bhematgks prikaPCR
UHDNFLMH NRMRP VH X SULVXWQRVWL SR iwiQd grikazan
uP Q RignriPani fragment ADR p H N LYYHD@®Id$h 1362 pb. DR NRQWUROD NRII
WAD kojijeza QXNOHRWLGD YHUL RG P UMM 2vRIGVvReIradiiedt RvAR
NRML VH RpH NAn¥dDnuiRar@dp eagnjénta ADM 0zQ D p D Y DmarkBrENA za
S URF M H Q AragrheQdtpNAQ H
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3.3. Tretiranje fragmenta AD i plazmida pcDNA/HA-NHE3 restrikcijskom

endonukleazomPmad

Za umetanje fragmenta s delecijom u plazmpitDNA/HANHES bilo je potrebno oboje,
mutirani fragment AD plazmidpcDNA/HANHEStretirati restrikcijskom endonukleazoRmaa koja
sekvencu genlHE3B UH&H QD GYD PMHVWD LGBHYRINIGCHARFHARWLGD &

Djelovanjem enzim&maQ na plazmidocDNA/HANHES QDVWDMX GYD IUDJPHQWD R
fragment predtavlja linearizirani plazmid s dijelom sekven¢tA-NHE3 dok manji fragment
predstavljadio genaHA-NHE3 L]PH y XP@aADUHVWULNFLMVND PMHVWD 6OLND
dug 6931 parova baza, dok je manji dug 1074 parova baza. S druge strane,jdjalevaima®mad
QD PXWLUDQL IUDJPHQW $' QDVWDMX WUL IUDJPHQWD 1DMYHUL |
Pmad UHVWULNFLMVNLK PMHVWD L X QMHPX VH QDOD]L SRGUXpMH
od Pmaa restrikcijskin mjesta dgednog (24 para baze) i drugog (336 para baze) kraja mutiranog
fragmenta AD (Slika 12.a.).

Na slici 12.b. pokazani guroduktiDNA nastali djelovanjem endonukleaenad na mutirani
fragment AD (linija 1) i na plazmigcDNA/HANHE3(linija 2). Inkubacijaendonukleaze s plazmidom
dovela je do nastanka dva fragmenta. Maniji fragment je pozicioniran neznatno iznad biljega za 1000
SDURYD EDID GRN MH YHOL IUDJPHQW UD]YXpHQ QD HOHNWURIR
QMHJIJRYD YHOLPpLWDYD@EDE aWRDEL RVQRYL RGIJRYDUDOR RPpHNLY
NDNR MH SRND]DQR QD VOLFL D YHUOL IUDJPHQW PREXKYDUD S
restrikcijskih mjesta do jednog i drugog kréd&-NHE3 sekvence. Inkubacijo®maQ sa mutianim
IUDJPHQWRP $' QDVWDOD VX GYD IUDJPHQWD OLQLMD 9HUL |
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. djglnjemPmad QDVWDMH L WUHUOL IUDJPHQW
YHOLpPLQH SE QH PRAH JD VH YLGMHWL QD JHOX
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Slika 12. Tretiranje fragmenta AD i plazmida pcDNA/HA-NHE3 endonukleazomPmaq. (a)

Shematski su prikazana restrikcijskgesta PmaCl unutar NE3 molekule. U gornjem dijelu slik
prikazani su fragmenti nastali djelovanjem enzima PmacCl na mutirani fragment AD, dok su u
dijelu prikazani fragmenti koji nastaju djelovanjem PmacCl na plazmid pcDNANHE3. (b) U liniji

1 pokazano je da djelov@ MHP 3PD&, QD PXWLUDQL IUDJPHQW $' QD
pLMD MH RpHNLYDQD GXOMLQD SE VH QDOD]L QH]QD\
V RpPHNLYDQRP YHOLpPLQRP RG SE VH QmQ@dspo ph.mjéloddnj
PmacCil na plazmid prikazani su u linii X NRMRM VH YLGL GD VX QDVWD(
fragment se nalazi na razini iznad 6000 pb, dok se manjinalazinavissmiod SE 5D]OLNI
YHUHJ UDJP HQ WabDjed uOriijiQ lotihbvara sekvenci za 24 aminokiselife. R]QD p
kb marker'1$ ]D SURFMH Qagmérb@DNAL Q H

1DNRQ a&4WR MH WHVWLUDQMH SRND]DOR GD VDP GRELOD &H:
PCR reakcija samalektroforezontazvukla na geluiigelaL]ROLUDOD a8HOMHQH '1$ IUDJPH

dalje potrebni za postupak ligagijgazmidni vektor i mutirani disekvenceNHE3
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3.4. Povezivanje plazmidgpcDNA/HA-NHE3 i mutiranog fragmenta AD prethodno

tretiranih endonukleazom Pmad

Povezivanje umetka, fragment s delecijom nastao djelovaRjmad na mutirani fragment
AD, i plazmidapcDNA/HANHES3, koiji je prethodno tretiraPmaQ, provela sam postupkom ligacije.
Kako restrikcijska endonukleazzmad cijepanjem DNA stvara tupNUDMHYH PRJXUH VX JUI
SRVWXSNX OLJDFLMH 6 MHGQH VWUDQH PRaH GRUL GR VSRQW
pcDNA/HANHE3 PHYXVREQLP SRYH]JLYDQMHP ROUM]DBLKI HVERL IS RNUB

orijentacije umetka.

.DNR ELK V Sdirkultizadij® plaziidla, endonukleazoPmad tretirani plazmid
pcDNA/HANHE3 sam tretirala enzimorfosfatazakoja s nukleotida na oba tupa kraja lineariziranog
plazmida uklanjanja fosfatne skupine. Ovaj se postupak naziva defosforilacija i njime sajanasto
VSULMHpPLWL PRIXUQRVW GyaxeHN XD SIHINX @ IQRNWIMLL HQP@®RJ SOD]
SRYH&X pLPH EL VH VSULMHpPLOR XPHWDQMH XPHWND

Defosforilirani linearizirani plazmiggcDNA/HANHE3 sam povezala s umetkom u reakciji u
kojoj su najboliird XOWDWL SRVWLIJQXWL NDG MH QMLKRY PHYyXVREQL YR
Na slici 13 prikazan je rezultat ligacije defosforiliranog lineariziranog plazmpaNA/HANHES3 i
XPHWND .DNR VH PRAH YLGMHWL X OLQ LpbzmideOnastajd-mekbfkB X P HW N
SOD]PLGQLK '"1$ NRMH PRJX ELWL SRVOMHGLFD UD]JOLpLWH VWU
XGDOMHQRVWL RG SULEOL&QR SE L]QDG IUDJPHQWD NRML MH
koji je nastao djelovanjedmad QD SOD]PLG VQDAaQR VXJHULUD GD EL VH PRJ

se ugradio umetak.

U ovom sam koraku postupkom ligacije stvorila plazmpzDNA/dHANHE3 s mutiranim
genomHA-NHE3 iz kojeg je postupkom delecije iz citoplazmatskog dijela sekvence étiz8
LIEDpHQD VHNYHQFD NRMD NRGLUD DPLQRNLVHOLQH
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Slika 13. Ligacija defosforiliranog lineariziranog plazmida pcDNA/HA-NHE3 i umetka.

U liniji 1 prikazan je linearizirani plazmid pcDNA/HNHE3 tretiran fosfatazom s ciljer
uklanjanja fosfatnih skupina wipih krajeva, dok je u liniji 3 prikazan umetak, fragmer
delecijom, duga SE 2ED X]J]RUND VX NRULaAWHQD NDR RU
L XPHWND SULND]DQH X OLQLML X NRMRM VH PR
YHOLHLQBE RGIJRYDUD YHOLPLQL XPHWNBOOGHdgh\Ere
YHOLPpLQL SOD]PNHKEDB tr8tFdrio§ PraCl. 1znad ovog fragmenta nalazi se
udaljenosti od a SE MRa MHGDQ IUDJPHQW NRML VXJHU
ligacije umetka i plazmiddM - R]QDp D YimarkeN'E$ ]|D SURFMH @agmérbta

DNA.
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3.5. Transformacija mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3 u kompetentne bakterijske
stanice

Nakon ligacije, novostvoreni mutirani plazmigp)cDNA/JHANHE3 sam postupkom
transformacije nijela u kompetentne bakterijske stani&scherichia colisoja DH5D metodom
WRSOLQVNRJ aRND 8VSMHaQD WUDQVIRUPDFLMD NRPSHWHQWQ
kolonijama (Slika 14.).

Slika 14: . Transformacija plazmida pcDNA/dJHA-NHE3 u kompetentne bakterijske
stanice Prikazan je kruti selekcijski LB medij s naraslim bakterijskim kolonijama kompete
'+ . VWDQDEDVOH VX VDPR RQH NRORQLMH VWDQLFD

plazmidom pcDNA/JHAIHE3 budXiuL GD SOD]PLG VDGUAL JHQ ]
DPSLFLOLQ )ORPDVWHU Rd®abakitd Xz pdQupakviBoadieplavhtida
bakterija.

Za izolaciju plazmidne DNA odabrala sam pet kolonija koje sam nasadila na kruti selekcijski
LB medLM ]D NDVQLMH SRWUHEH L X WHNXuUL /% PHGLM VD VHOHN
inkubacije izolirala sam mutirani plazmgtDNA/dJHANHE3 L] XPQRAHQLK EDNWHULMD X]
SUHS NRPSOHWD D NRQFHQWUDFLMH L]KQ ISRBPRIH F@@PsHL GQH '1$
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3.6.0dabir plazmida pcDNA/dHA-NHES s pravilno orijentiranim umetkom

S obzirom da endonukleaPanaQ pri rezanju tupe krajeve, podjednaka je vjerojatnost da se
fragment s delecijom (umetak) prilikom umetanja u endonukleaziratr i defosforilirampcDNA/HA
NHE3 SRYHaH X LVSUDYQRP LOL REUQXWRP VPMHUX 6WRJD VDP
pcDNA/dJHANHE3 s ispravno orijentiranim umetkom koristila dvama testovima. Jedan se bazirao na

primjeni restrikcijskih enzima, ardgi na primjenireakcijePCR.

, VSLWLYDQMH RULMHQWDFLMH SRPRUX UHVWULNFLMVNLK H(

Od restrikcijskih enzima koristila sadindll pLMH VH UHVWULNFLMVNR PMHVW
S R p HW NNKIEBHKQjiDe zajedno Xbd NRULAWHQ ]D XEeNMER @ WH &HWVNAYBXNR PME
za kloniranje unutar plazmidacDNA 3.1(+)i stvaranje plazmidpacDNA/HANHE3 Drugi enzim je
Kpenh pyMMHGLQVWYHQR UHVWULNFLMVNR PMHYVVCRL86Y BMat & WHQR
umetka (fragmenta s delecijom) kagi postupkom ligacije umetnutppeDNA/HANHE3 Endonukleaza
Kpnl se nametnula kao najbolji izbor za ispitivanje orijentacije umetka iz dva razloga: ne djeluje na
plazmid pcDNA3.1(+) L QMHQR VH UHVWULNFLMVNR PMHVWR QDOD]L X
endonukleazeHindlll i Kpnl mogla sam ustanoviti je li umetak orijentiran u pravom ili obrnutom
smjeru.

Iz shematskog prikaza sekvertdd-NHES3i restrikcijskih mjesta z&lindlll i Kpnl (Slika 15.a.)
YLGOMLYR MH GD UH SUL SUDYL@WMRMNMg BlarndehcQNALRIIFANWE3 X PHW N D
inkubacija s endonukleazarfindlll/Kpnl GRYHVWL GR VWYDUDQMD IUDJPHQWD GX
MH SULOLNRP OLJDFLMH GRAOR GR SRJUHAQH REUQXWH RULMH
primjena endonukkzaHindlll /Kpnl dovesti do stvaranja fragmenta dugog 1578 pb. Ispitivala sam
orijentaciju u mutiranim plazmidimgpcDNA/JHANHE3 L]ROLUDQLP L] SHW UD]OLpL
inkubacijom mutiranih plazmida s kombinacijom endonukle&izadlll/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 kolgaiendonukleaze su stvorile dva fragmenta,
MHGDQ NRML REXKYDUD YHNWRUVNXHANSES OX\G XY U & QIR MBLL RR B/ XK
segment sekvendgA-NHE3 L | P HHKgigdlll i Kpnl restrikcijskog mjesta, dug 1266 pb. U mutiranim
plazmidima izoliranim iz @ i C4 kolonije (linija 3 i 5) djelovanje endonukleaza stvorilo je segment
YHOLpPpLQH L]QDG SDURYD ED]D @&WR RGJRYDUD REUQXWRM RU
Djelovanje endonukleaza na mutirani plazmid izoliran iz C3 kolonije stvorilisagment koji ne
odgovara niti jednoj od dvije ispitivane orijentacije umetka. Kao kontrolu koristila sam nemutirani

plazmid pcDNA/HANHE3 kojeg sam inkubirala s endonukleazamindlll/Kpnl. Djelovanjem
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HQGRQXNOHD]D QDVWDMH 1U D Jtake ¢e¥dltgiepdkazaneSilinip RiW i kbjiXaM X U L

je umetak pravilno orijentiran unutar mutiranog plazmida.

b)

Slika 15. Ispitivanje orijentacije umetka unutar mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3

restrikcijskim endonukleazama.a) Shematski su prikana sekvence HA +( V XPHWNRF
zeleno). Na lijevoj strani sheme je sekvencaNHE3 s pravilno orijentiranim umetkom, dok se
desnoj strani nalazi sekvenca HMHE3 s obrnuto orijentiranim umetkom. Kod pravilno orijentirar
umetka nakon inkubaeijHANHE3 s endonukleazama Hitidi Kpnl nastaje fragment dug 1266 p
dok kod obrnuto orijentiranog umetka nastaje fragment dug 1578 pb. b) Prikazana je elektrc
mutiranih plazmida pcDNA/dHAL+( L]J]ROLUDQLK L] SHW U D60 InpubMAhikKs
endonukleazama Hitidl/Kpnl. U plazmidima izoliranim iz C1 (linija 2) i C5 (linija 6) kolonija naste
DNA fragment duga SE aWR VXJHULUD GD MH XPHWDN SUDYI
nalazi ukazuju da je umetak obrnuto orijeati unutar mutiranog plazmida pcDNA/dHFMHE3. U
liniji 1 je nemutirani plazmid pcDNA/HAL+( LQNXELUDQ V +LQG,,, .SQ,MNI
R1Q D p D YrbarkeNDEA.
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,VSLWLYDQMH RULMHEWIRPFCAMH XPHWND SRPRUX

PlazmidepcDNA/dJHANHES3 s pravilno orijentiranim umetkomrovjerila sam reakcijom PCR
NDNR ELK GRGDWQR SRWYUGLOD SUDYLOQX RULMHQ&DFLMX
polimerazaL SRpHWQLFD $ % L & =D SUHGORA&N HcDNAPANRE3LVWLOD
mutirane plazmidggcDNA/dHANHES zolirane iz kolonija C1 i C5te jedan mutirani plazmid koji je

prethodnom provjerom pokazao neispravnu orijentaciju.

Svaki plazmid sam inkubirala u dvije zasebne reakcijske smjese. U jednoj je plazmid inkubiran
V SRPHWQLPFDMEDX$GUXJRM V SRPHWQLFDPD $ LT&qp8lietaxdiDM X SUD
u smjesi plazmidgpcDNA/JHANHE3 L SRpHWQLFD $ L % WUHEDOD VWYRULWL
VOXpDMX REUQXWH RULMHQWDFLMH QHNDWQF¥FRP $QKMW QLEDHW N
SRpHWL SRQDaDWL NDR SR]JLWLYQD SRpHWQLFD L GMHORYDWL UH
SRQDADQMHP SRPHWQLFH % X UHDNFLMVNLP VPMHVDPD VH QHUut
mutiranih plazmidgppcDNA/AHANHE3V SRpHWQLFDPD $ L & VLVaY pokrhdvbPa EL ELOL
EL X VOXpDMX REUQXWH RULMHQWDFLMH XPHWND X SULVXWQRYV
a SE MHU EL VH VDGD SRpHWQLFD & SRQD1&pkr®ikaiaD Rz@d IDWLY C
reakcijePCR. Nemutirani lazmid pcDNA/HANHES3Koristilasam kao kontrolu i rezultati su prikazani
X OLQLML L 8 SUYRM OLQLML NRMD MH UH]IJXOWDW LQNXEDFLWMN
od @39 pb koji nastajékod pravilne sekvence. Nema fragmenta ukoliko je plazmid inkubiran sa
SRILWLYQLP SRpHWQLFDPD $ L & EXGXUL GD VH X QRUPDOQRM VH
SRpHWQLFH ,GHQWLpPDQ UH]XOWDW VH PRAHGWYIHGMKWDR SURGK
NRULAWHQL P XWJIcDNDAQHANKHEDHKH LA Lu prethodnoj provjeri s restrikcijskim
endonukleazama pokazali pravilnu orijentaciju. Zadnje dvije linije prikazuju rezultate inkubacije
mutiranog plazmid@acDNA/dHANHE3s neispravnonorijentacijom umetka. U liniji 8 se jasno vidi da
QHPD VWYDUDQMD IUDJPHQWD RG SE EXGXiUL GD VH NRG REUQ.
SRQD&aA&DWL NDR SRILWLYQD SRpHWQLFD
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Slika 16. Ispitivanje orijentacije umetka unutar mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3

S R P Riiekcije PCR. 8 SUYH GYLMH OLQLMH NDR SUHGORa
pcDNA/HA1+( JGMH VH X SUYRM OLQLML MDVQR YLGL U
fragmenta od 939 pb dok u drugoj nema fragmenta kopid VW DR X VOXpDMX Q'
,GHQWLpPpDQ UH]XOWDW VH PR&AH YLGMHWL X OLQLMDPCL
mutirani plazmidi pcDNA/dJHANHE3 koji su u prethodnoj provjeri s restrikcijski
endonukleazama pokazali prhai orijentaciju. Zadnje dvije linije prikazuju plazmid pcDNA/dH
1+( V QHLVSUDYQRP RULMHQWDFLMRP L MDVQR VH YL
939 pb.0 R]QDpD WiarkeNE$ |D SURFM H fpgmernat@INAL Q H

3.7. IspitivanjeuVSMH&EQRVWL GHOHFPORH SRPRuUX UHDNFLMH

Mutirani plazmid pcDNA/HANHE3 stvoren je metodom povezivanja dvaju fragmenata,
IUDJPHQWD $% L & SUHNR SUHNORSQLK QDVWDYDND NRML VX NF
IUDJPHQW $% L SRpHWQ@RRgmehNGH fiagRdAtaGQIAkvim pristupom sam iz
sekvenceHA-NHE3 izbacila sekvencu koja kddUD DPLQRNLVHOLQH L] MPbizcke./HX L
8VSMHAQRVW SRVWXSND V RPANA/MAMHEBGRE D VEQR |IPL&EMWIEOD SRPR
3&5 =D Sde pidakoi PBCRkoristla VDP SRpHWQLFX $ L W]Y WHVWQX SRpH\
GL]DMQLUDQD NDR QHJDWLYQD SRpHWQLFD pLMD VHNYHQFD MI
DPLQRNLVHOLQH RG *OX GR 6HU SR]LFLMHBVGERMNBOGRXQXEBO!
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sam ispitivala na mutiranim plazmidima u kojima sam dokazala ispravnu orijentaciju umetka (kolonije

C1i C5). Kao kontrolu koristila sam nemutirani plazpedDNA/HANHES |z slike 17 je jasno vidljivo

GD 3&5 UHDNFLMD W $RiguthdsQKombDIRdY pfazinida stvdragment'1$ YHOLpPLQH
PDOR LVSRG SE RpPHNLYDQD YHOLpPLQD MH PCAHNA/AIEAR N X SUL
NHE3 (klonovi C1 i C5)reakcijomPCR izostaje navedeni fragment.

Slika 17. Ispitivanje XVSMHaEQRVWL GHOHFLMH VHNY HQF H-Atdgd08 D
mutiranim plazmidima pcDNA/dHA-NHE3 S R P Rréakcije PCR. Prikazani su produkti PCF
UHDNFLMD SURYHGHQLK X SULVXWQRVWL SR]JLWLYQH
komplenentarna sekvenci unutar delecije. U prisutnosti plazmida pcDNAIHES3, nastaje
fragment duga SE IUDJPHQW MH SURA&LTbB gb)XU pribhsdt gixtirdhil
plazmida pcDNA/dJHANHES3 izostaje fragment u razini od 1000 pb. Na ovoj elekteafdao i u
EURMQLP GUXJLP LVSLWLYDQMLPD X SULVXWQRVWL SR
SE NRML YMHURMDWQR SUHGVW DX @ MID [ Bh¥iRer QN#E Sptidejerl
Y H O lrhdn@hiteDNA.
3.8. Midi-prep izolacija plazmida pcDNA/dHA-NHE3
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=D SRWUHEH SULEDYOMDQMD NRQDPQRJ GRND]D XVSMHAE&C
pcDNA/dHANHES bilo je potrebno provesti sekvenciranje mutiranog plazmida. Stoga sam u cilju
pribavljanja dovoljne koncentracije mutirado SOD]J]PLGD L YHuUH pLVWRUH SOD]PLC
OLGLSUHSYV SRIJLWLYQR SRW YdDNA/GHAKHEX MaAKDR [zMdaijeSodrBdilR kaenD

koncentracije mutiranih plazmida i poslala ih na sekvenciranje.

3.9. Sekvenciranje mutiranog plazmidgpcDNA/dHA-NHE3 klon 115

Sekvenciranem DNARGUHYMMMMHQ QXNOHRWLGQL VOLMHG 1D RYDM
DPLQRNLVHOLQD RGUHYHQRJ JHQVNRJ SURGXNWD WH XWYUGLWL

mutacije umolekuliDNA. Sekvenciranje DNA zaas je obavila kompanija Makrogen.

$QDOL]D GRELYHQLK VHNYHQFL SURYHGHQLK V WUL SRpHWQ
MH ]D SRWUHEH VHNYHQFLUDQMD L]JUDGLOD NRPSDQLMD ODFURJI

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

$QDOL]H VD VYH WUL SRpHWQLFH VX SRND]J]DOH GD VX GHOH
umetka u plazmiggcDNA/HANHE3 XVSMH&EQR SURYHGHQL 1D VOLRIati D L |
sekvenciranja mutiranog plazmigegDNA/dHANHES izoliranog iz C1 (Slika 18.a.) odnosno iz C5
60LND E X] SRPRiU SRpHWQLFH $

1D VHNYHQFL QD VOLNDPD D LE R]QDpPHQR MH PMHVWR
aminokiseline, kodirane tkieotidima TAC i GAC. Radi se o aminokiselinama koje prethode ili slijede
mjesto delecije. Analiza sekvence ispred i iza mjesta delecije kao i analiza cijelog umetka potvrdila je
GD QHPD JUHANH X VLQWH]L WH GD VH UDiBhutRanéy/ fBalyht¢at@ R SURY |
6HNYHQFD SUHNULYHQD SURJLUQLP JHOHQLP NYDGUBPMaBP R]QDDL
NRML MH SRVOXALR ] pcBNPAHANHE MAhakzBril wWelsbkizen€e potvrdila sam da se

umetak pravilno orijentirao.
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Slika 18. Potvrda prisutnosti delecije sekvenciranjem unutar plazmidapcDNA/dHA-NHE3

izoliranih iz C1 i C5. a) Shematski prikaz analize sekvenciranja plazmida pcDNAMNHE3

LIROLUDQRJ L] & SRPRUX SRpHWQLFD $ 'WLMHPDPTLEXRNLI*S & ORD L
NYDGUDWRP QD VOLFL VX DPLQRNLVHOLQH L]JPHYyX NRMLK VH (C
$QDOL]D VHNYHQFH LVSUHG L LD PMHVWD GHOHFLMH SRWYUGL
XVSMHAQR SURYHGKIRMDeHRLMLOLMHG QXNOHRWLGD SULND].
pbLMD MH DQDOL]D VHNYHQFH SRWYUGLOD GD VH XPHWDN SUDY
sekvence pcDNA/dHA +( L]ROLUDQRJ L] & SRPRUX SRpHWQLFH $ SRND]XI

3.10. Transfekcija mutiranog plazmidapcDNA/dHA-NHES3 u stanice PS120

Mutirane plazmidgpcDNA/AHANHE3 pLMH VX GHOHFLMH SRWYUYHQH VHNYF
]D WUDQVIHNFLMX X VWDQLDpRaX kontrQl kboistilbLda ReDtDavidgmid 3 6
pcDNA/HANHE3 8] JRMHP VWDQLFD X VHOHNWLYQRP PHGLMX V DQWLEL

transfekcija uspjela, tkoje sustaniceprimile mutiraniodnosno nemutiramilazmid.

KakoplazmidpcDNA3.1(+)VDGU AL JHQ ]D RW &Rkb@RRVRP @eBXmiCaa. EL R W L
SUHALYOMDYDQMH X StadiCeHrhingfdclyaQeRrRutirakiG Ldutiranim plazmidom sam
RGUADYDOD X VHOHNWLY QR P iRrbz@ériddXal UvaDji@MaGE IDR X W RPSUHV DV L\
7LMHNRP RGUADY\DDQMEBED YHPDQOULYVDQLP RGQRVQR QHPXWLUDQLF
]1QDpL GD MH WUDQWNREGLEBDXIRSMHOD/DYyLYDQMD NO@EGD VX V!

konfluentnosti, nastavila sam s zakiseljavanjem.

Nakon potvrde transfekcije, provela sam zdidsanje koje mi je trebalo pokazaRp X YD QR VW
bazalne funkcije membranskog NHE3. Zakiseljavanjem stanica tek maniji dio stanigaje a W R
SRND]XMH GD MH QDMYMHURMDWQLMH GRAOR LOL GR EROMH HN\
Leu586Ar J NRMD XJODYQRP GMH O X hbaalbu@®RNWEILL Y@ RNKW HL SR VASAWRH & HO B
EROMLP SUHALYOMDYDQMH®P MNROR VONEVHDQIDKY VMR IFRDDAHQR M
YLAH VWDQLFD WUDQVIHFLUDQLK Qs$apXpddanj@nstanics absfétlraniR P X X\

mutiranim plazmidom.
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Na’/H* L]IPMHQMLYDpL 1+(V VX PHPEUDQVNL SURWHLQL YDAt
2GJRYRUQL VX ]D RGUADYDQMH KRPHRVWD]H XQnai¥ydddnativDQLp Q|
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
LPD XORJX X L]PMHQ L z4 Quans/ DY VMpdpRjk bilpfazmatska domena odgovorna
]ID UHIJXODFLMX DNWLYQRVWL 1+(V WDNR a8WR SRVUHGXMH X GMH

'R vDGD MH RWNULYHQR GHYHW L]RREOLND RG NRMLK VX Q
NHE3. Serijomtoo NDVWLK PXWDFLMD L GHOHFLMDPD ]DYUAGQLK GLMHORY
PMHVWD XQXWDU FLWRSOD]PDWVNLK GRPHQD SRMHGLQLK L]JRI
regulacijska mjesta imaju na aktivnost proteina NHE (Tse i sur. 1993.).

TakosuVWUDALYDQMD NRG SURWHLQD 1+( SRND]DGEI6GD VH X
QDOD]H PQRJD IRVIRULODFLMVND PMHVWD L GD VH QMHJRYLP RC
1D VXJHULUDMXiUL GD IRVIRULODFLMD Qdé NNRBs Rij€ @tHniHQRJ P
mehanizam regulacije tog proteina (Donowitz i sur. 1996.).

Studije koje su na proteinu NHE3 nastojale odrediti regulacijske regije unutar citoplazmatske
GRPHQH XNOMXpPpLYDOH VX VWYDUDQMH W R p Niaymttske doixéned FL M D
ili stvaranje peptida sastavljenih od sljedova aminokiselina pojedinih segmenata citoplazmatske
GRPHQH 2YH VX VWXGLMH SRND]DOH GD VH FLWRSOD]PDWVND GF
domene; jedne stimulacijske (Asn475 dgra85) i druge inhibicijske (Tyr585 do Met832) domene.
S3UHNR VWLPXODFLMVNH GRPHQH GMHOXMX IDNWRUL UDVWD SR
NLVHOLQD IHWDOQL JRYHYL VHUXP GRN SUHNR LQKUd&ilL FLMVNH
kalmodulin (CaM), fosfolipaze (Donowitz i sur., 1996.). Danas se zna da je protein NHE3 istodobno
UHJXOLUDQ SUHNR YLAakKurashinX sSuDPOMVNLK PMHVWD

Studije koje su provedene u ovom radu koncentrirale su se na inhibicijski dio nitapéke
domene, konkretno na segment aminokiselina Leug8609 za koje je dokazano da je vezno mjesto
za regulatore poput kalmodulina, enzik@modulin kinaze ILISRPRUQLUNLK SURWHLQD 1+(
kazein kinaza 2CK2) i PLC Jkao i za ezrin kojise na¥DM VHIJPHQW YH&H GLUHNWQR LC
proteina NHERF(lkeda i sur. 1997.)

Da li je i koliko vezanje regulatora za ovaj segment iz inhibitornog dijela citoplazmatske domene
NOMXpDQ ]D QMLKRYX UHJXODFLMX PRJX inkenM.Hirhé/Is seWtizorild. X N O D Q
PRIXUQRVW GDOMQLK LVSLWLYDQMD XWMHFDMD VSRPHQXWLK UF

4.1 Konstrukcija mutiranog fragmenta AD
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8 GLIDMQLUDQMX SRVWXSND NRMLP ELK L] 1+( XNORQLOD VI
metodom koja je NOMXpLYDOD SULPMHQX UHVWULNFLMNESizkezataQ GR Q X N ¢
sekvenca koja kodira segment Leu58&J J OHyXWLP DQDOL]JRP UHVWULNFLM
plazmidapcDNA/HANHE3 QLVDP XVSMHOD SURQDiUL RGJRYDE2IMKagiH HQ]LP
VH PRJDR NRULVWLWL X VYUKX LVLMHFDQMD 8HOMHQH VHNYHQF

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

SBRNX4aDML LVLMHFDQMD SRMH G b@dij&la WHEBPis@ $&Wsio takp F LW R S O
VXUDGQLPpNRP ODERUDWRULMX RVREQL NRQWDNWL V SURI 'RQR.
NRML VX NRULVWLOL ED]J]LUDR VH QD L]JUDGL SRpHWQLFD NRMH V
neposrednoRVOLMH SR]JLWLYQD SRpHWQLFD PMHVWD GHOHFLMH 7L
FLMHOL NUXJ RNR SOD]PLGD D SOD]PLG Hgazé RresosyYdvéemetbide L UN X O L
MH UHODWLYQD MHGQRVWDY QRVW inaksbDaDd olakieghdriSps/ W2aseND P H
X] SRYHUDQX YMHURMDWQRVW VWYDUDQMD JUHADND PXWDFLMD
VX VH MDYOMDOH XpHVWDOR 4WR MH ELR UD]JORJ ]D QMLKRYR RG
samnapravi. GHOHFLMX NRULVWHuUL LVWX PHWRGX PHyYyXWLP QLVDP >

6WRJD VDP QDVWRMDOD SURQDiUL DOWHUQDWLYQX PHWRGX
3&5RP PRJOD SUHFL]QR RGUHGLWL NRMHEGX 3WHHM? bl QsALKAd) QR RV L
QDMSULKYDWOMLYLMD SRND]DOD 3&5 PHWRGD SUHNORSQLK QDV
YHOLNH SUHGQRVWL MHGQRVWDYQRVW L]JYHGEH NUDWNRUD Y
jednostavna konstrukcija fragmenata DNA koje u svojimMN@RSQLP QDVWDYFLPD VDGL
PXWDFLMX +HFNPDQ L 3HDVH 'XOMLQD IUDJPHQDWD RYLVI
kasnijim koracima postupka iskoristiti za umetanje novostvorenog fragmenta s delecijom u plazmid.
.DNR VH RELpQWLYM®RL N\RJ DWADP I UDJPHQWLPD WDNR MH L PRJXU
UHDNFLMD 3&5 NRMLPD VH IUDJPHQWL XPQRaDYDMX VYHGHQD QTC

Pri R G U H wenddbnQikMaza koje Bekoristile u svrhu umetanja fragmenta u plazlNdd M Xp Q R
jeSDJLWL QD VOLMHGHUH GD HQGRQXNOHD]H UH&aX SOD]PLG L ;
VH UHVWULNFLMVND PMHVWD QD ®&#§gijh XRHRGFKDXFEFMEKR MHWX HQFHG L
S R p HW Q) HRB) da potencijalne restrikcijgkendonukleaze ne djeluju i unutar plaznpd®NA
3.1(+). Za potrebeove studijie Q Da O D WMDtArNBIE3 jedino enzimPmad [DGRYROMDYD WUD:
uvjete Endonukleazé&maaq nije djelovda na plazmid,a sekvencuNHE3 je cijepalana dva mjesta,

SULMH asyBE84X) i poslije (C191451915) mjesta delecije 0 H y X W\LHPA BaYjeDbdWoXhist
da PmaQ pri rezanju stvara tupe krajevEE RJ p H pd3tojdl&d velika vjerojatnost da se krajevi
WUHWLUDQRJ SOD]PLGD SULOLNRP SRundsKSdHEe udétdlDUgiaid PHyY XV

obrnutom orijentacijom.
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3RVWXSDN L]JUDGH PXWDFLMH SRPRUX LJUDGH IUDJPHQDWD
QD&LP UXNDPD SRX]GDQRP L X NRQDpQLFL UHODWLYQR MHGQRV\
bio odrediti najpovoljnijetemperature spajanja i omjere koncentracija fragmedkat DaHP SULVWXS >
najbolji je rezultat postigut pri omjeru koncentracija fragmenata 4:1 (AB:CD) i pri temperaturi od 55
°C.

U originalnu metodu povezivanja fragmenata s preklopnim nastavcima saipelenodifikaciju
NRMD QDP MH ]QDWQR RODN&DOD XPQDaDQMH aHOMHQRJ IUDJPH
I UDJPHQWD NRML VDP SURYHOD X SULVXWQRVWL SRpHWQLFD $ 1
fragmente s preklopnim nastavkom (AB i'C SRPLMH&ADOD QDMSULMH V SROLPHU]I
SRPHWQLFD 2YLP VDP PHYyXNRUDNRP RPRJXULOD VWYDUDQMH PD
$' NRMD MH SRVOMHGQMHP NRUDNX SRVOXaLOD NDR SUHGORADN
poimHUD]D L SRpHWQLFD $ L '

6OLMHGHUL NRUDFL X VWY pdDBAAOMMNHERWWUBY A RHGODM PGD M+
UXWLQVNL X] L]JX]JHWDN YH]DQ ]D RGDELU NRORQLMD NRMH VDG
8 WX VYUKX RGDEUDOD WLR K ODREDRVXQAIVMPD LI E RIRRIRAONAMHAIROLUDQ
NHE3 u koje sam prethodno postupkom ligacije ugradila umetak, fragment s delecijom tretiran
endonukleazonPmad. Zbog tupih krajeva nastalih djelovanjdPmaQ umetak se u plazmid mogao
ugraditi u bilokojoj orijentaciji, pravilnoj ili obrnutoj. Odabir kolonije s plazmidom u kojem je umetak
RULMHQWLUDQ SUDYLOQR ELOD MH UH]JXOWDW pLVWH VOXpDMQ
plazmidapcDNA/HANHE3 XVSMHAaQR VDP VSUL Mtijjp he@ Im&dslHIRY X UHFLNX

=D SURYMHUX SUDYLOQH RULMHQWDFLMH XPHWND XQXWD
restrikcijskim endonukleazama. Jednostavna i brza metoda koja daje jasne rezultate. Jedini joj je
QHGRVWDWDN a&WR MH pHVWR WHAaWNRMEB RE)QDVH REJRRDOUMDWR WHH M
XJUDGQMH XPHWND V SUDYLOQRP RULMHQWDFLMRP X SOD]JPLG
GYLMH HQGRQXNOHD]H NRMH VX VH SRND]DOH L]JYUVQLP RUXyHP
plazmidupcDNA/AHANHE3 AW R MH QDMEROMH SRND]DQR QD VOLFL ,] HO
koje su kolonije posjedovale plazmide s pravilno orijentiranim umetkom, u odnosu na kolonije koje to

nisu imale. Dodatno sam pravilnu orijentaciju umetka potviit&® reakcijom.

7DNRYyHU VDP aHOMHOD GRND]DWL XVSMHaAaQRVW GHOHFLMH ¢
SRaAaWR QLVDP XVSMHOD QDuUuL HQGRQXNOHD]X NRMD LPD UHVWUL
VDP VH QD UHDNFLMX 3&5MID M 138 p HNWQXWFBXU SRNERUXpMD GHOHFL
3&5 XYLMHN SRVWRML PRIXUQRVW QHVSHFLILPQRJ YH]DQMD SRbp
MDVDQ GRND] XVSMHaQH PXWDFLMH NRMX VDP GRGDWQR SRWYU!

7UDQVIHN F Linijp fid0slBs@ PR L2611 Lakiseljavanije stanica
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Pored stvaranja plazmida s mutiranim genonH2aNHE3 L] NRMHJ MH L]EDpHQR UH.
SRGUXpMH L]PHYYXPLQRNLVHOLQH FLOM PL MH ELR SRND]DWL L I
S R G U X p M Da Xumkéiodoat/ mutiranog NHE3 eksprimiranog u membrani stanica. Kako bih
LVSLWDOD ED]JLpQX IXQNFLM XcPNAWHANBEBR/ID P+WUBQWDIREGUDOD X
liniju fibroblasta PS120. Kao kontrolnu skupinu koristila sam PS120 stanice kojeesasfecirala s
nemutiranim plazmidorpcDNA/HANHE3

Rutinski sam stanicé&ransfecirae mutiranimi nemutiranimplazmidomnakon transfekcije
L ] O Rdeldiid € selektivnim antibiotikomi WHVWLUDMXUOL QD WDM QDpLQ SULVXW
EXGXDLVE L]JORAHQRVW VHOHNWLYQRP DQWLELRWLNX PRJOH SlU
posjedujegen za otpornosQD VHOHNWLYQL DQWLELRWLN 3UHALYOMHQMH \
PHYXWLP SULOLNRP SRVWXSND ]DNLYV Hab MIBEsi{p MdtiradégMLPD VD
QHPXWLUDQRJ SURWHLQD 1+( X VWDQLpPQRM PHPEUDQL SRND]DC(
kontrolnih stanica transfeciranih nemutiranim plazmigm®NA/HANHE3 ELOR MH YLaH PUWYLK
u odnosu na stanice koje sunsgecirane mutiranim plazmidopcDNA/dHANHE3 Ovakav nalaz
sugerirao je da izbacivanje slijeda aminokiselina LeuS8f609 iz NHE3 nije utjecalo na njegovu
HNVSUHVLMX X VWDQLpQRM PHPEUDQL 8SUDYR VXSURWQR V RE’
1+( ]D NRML MH SRND]DQR GD XJODYQRP GMHOXMH LQKLELUDMXI
L VXU PRJXUH MH GD MH GRAOR GR EROMH HNVSUHVLMH SL
Radi li se ovdje o prvom ili drugom razlog®iL PRAaGD QMLKRYRM NRPELQDFLML R\

nastavku studije.

1DLPH SRND]DQR MH GD WYDUL NRMH SUHNR QD&HJ GHOHW
poput CaMKIl, CK2, PLCJL UHJXODFLMVNL SURWHLQL 1+(5) L 1+(5) GMH
QMHJRYX HNVSUHVLMX QD PHPEUDQL L LOL DNWLYQRVW 1+( SRY

citoplazmatskog dijela proteina NHE3.

S obzirom da su se na sekveN¢iIE3 YHULQRP SURYRGLOH WRPpNDVWH PXWD
]JDYUAQLK GLIHMH®R WD SQURWH DQDOL]LUDWL NDNDY EL XpLQDN Q
PDQMLK VHIJPHQDWD L] FLWRSOD]PDWVNRJ GLMHOD 1+( 1D WDN
1+( VDPR SUHNR LVMHpPpHQRJ VHIJPHQWD LOL WNOMQZNMHRRYXLMH,

sekvence koje se nalaze prije ili poslije mjesta delecije.

Stvaranje mutirane molekule NHE3 iz koje sam izbacila regulacijsku domenu predstavlja stoga
GREUX RVQRYX ]D GDOMQMD LVWUDALYDQMDSUWHNROQBEM Y NVIHI X
QD DNWLYQRVW 1+( PROHNXOH OHYX SUYLP VWYDULPD ELWL 0H
SUHNR UHJXODFLMVNRJ SURWHLQD 1+(5) ]D NRMHJ MH SRND]DQF
GD VYRM XpLQDN LVN Dpxlstian rddudegijskt! dménuQ D &
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Konstruiran jemutirani vektor pcDNA/dHA-NHE3 u kojem jePCR metodomz gera NHE3
izb Dgna sekvencaa24 aminokiseline Le586Arg609 NRMH pLQH UHJXOD&LMVNX G
NHE3.

Mutacija provedenaPCR metodom povezivanjdragmenata prekgreklopnih nastavaka
pokazala seelativho jednostavom, braom L XV 8ivirieiodm NRMRP MH PRJXUH RVW
preciznu kontrolu nad gemN L P L Qiadedi®.M H

DeleciaYDaQH UHJXODFLM VAIGH0GIR IRHHEQ ptoteihX preko koje neposredno
LOL SRVUHGQR QD DNWLYQRVW 1+( GMHOXMX EURMQL pL
RGUADYDQMH ED]DOQH IXQNFLMH 1+( SibréblaskhLQD X PHPEUDC

Delecija regulacijsle domere nije utjecalana sintezu i ekspresiju NHE3 na membrani stanica
EXGXUL GD L]JEDFLYDQMH GR Pjd Qardsf@laMhistaviSabaiod ttestn& UH ALY O

selektivnim antibiotikom i zakiseljavanjem

%XGXuL GD VH SUHNR UHJIJXOGPFLMVRIBDMGEGRRHBHGLNXORP F
inhbLFLMVNR GMHORYDQMH UD]JOLpPLWLK pHEESHEGANDOMEDB DX
VWDQLFD LJORAHQLK VHOHNFLMVNRP DQWLELRWLNX L ]JDNLV
stanica moglo biti odgovorno uklanjanje inhibicijskog djelovanjaDZbHQH UHJXODFLM

domene.
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,PH PL MH 'RUD %UDXQHJHU 5RYyHQD VDP JRGLQH X
ALYRW &4LYLP X 6DPRERUX 3RKDYyDOD VDP 2VQRYQX ANROX %RJX
GiPQD]JLMX $QWXQD *XVWDYD ODWRAaD X 6DPRERUX

Godine 2009. upisala sam preddiplomski studij biologije na Prirodosié¥#BoW HPDWLpPpNRP
IDNXOWHWX X =DJUHEX WH VDP JRGLQH VWHNOD ]JYDQMH VY
upisala sam diplomski atij eksperimentalne biologije, modul fiziologija i imunobiologija.

7LMHNRP VWXGLUDQMD RVLP UHGRYQLK SUDNWLNXPD RGU
SRGUXpMD DQLPDOQH ILIJLRREERVNHREWQRDNRPLURBROWRWXRX =DJU]
tijekom ljetnog semestra 2013. godine volontirala na Veterinaskom fakultetu u Zagrebu gdje sam imala
SULOLNX SURALULWL VYRMH ]JQDQMH X ODERUDWRULMVNLP WHKQ
u Zagrebu, gdje sam u Zavodu za fiziologiju imaliliger usvojiti tehnike molekularne biologije. Zbog
YHOLNRJ ]DQLPDQMD ]D SRGDKPWIDHP RV SWRDYARANE P xRN L O D
diplomskog rada.
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