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Tema ovog rada bila je stvoriti mutirani transmembranski proteinski izmje�Q�M�L�Y�D�þ�� �1�D+/H+ izooblik 3 (NHE3). 
Postupkom delecije uklonjene su 24 aminokiseline (Leu 586 �± �$�U�J�����������Y�D�å�Q�H���]�D���Y�H�]�D�Q�M�H���S�R�M�H�G�L�Q�L�K���V�W�L�P�X�O�D�W�R�U�D���L��
�L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �1�+�(���� �N�R�M�L�� �V�X�G�M�H�O�X�M�H�� �X�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X�� �K�R�P�H�R�V�W�D�]�H�� �S�+�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �'�H�O�H�F�L�M�D�� �M�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D��
�S�R�P�R�ü�X���O�D�Q�þ�D�Q�H���U�H�D�N�F�L�M�H���S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P�����3�&�5�����P�H�W�R�G�R�P���S�U�H�N�O�D�S�D�Q�M�D���G�Y�D�M�X���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���'�1�$���V�H�N�Y�H�Q�F�H���J�H�Q�D��NHE3. 
�3�U�H�G�O�R�å�D�N���M�H���E�L�R���S�O�D�]�P�L�G��pcDNA 3.1(+) �V���S�U�H�W�K�R�G�Q�R���X�J�U�D�ÿ�H�Q�R�P���F�'�1�$���V�H�N�Y�H�Q�F�R�P���J�H�Q�D��HA-NHE3 (pcDNA/HA-
NHE3������ �8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �G�H�O�H�F�L�M�D�� �S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�D�� �M�H�� �X�V�S�R�U�H�G�E�R�P�� �G�R�E�L�Y�H�Q�R�J mutiranog fragmenta AD s kontrolnim 
fragmentom bez delecije. Fragment AD i plazmid pcDNA/HA-NHE3 tretirani su restrikcijskim enzimom PmaCI 
koji sekvencu NHE3 cijepa na dva mjesta. Pocijepani plazmid pcDNA/HA-NHE3 i fragment AD spojeni su ligazom 
i kao rezultat dobiven je plazmid s mutiranom sekvencom gena NHE3, pcDNA/dHA-NHE3. Produkt ligacije 
transformirao je bakterijske stanice Escherichia coli �V�R�M�D�� �'�+���.���� �,�]�� �L�]�U�D�V�O�L�K�� �N�R�O�R�Q�L�M�D�� �L�]�R�O�L�U�D�Q�� �M�H�� �S�O�D�]�P�L�G��
pcDNA/dHA-NHE3 �L�� �S�R�P�R�ü�X�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�K�� �H�Q�]�L�P�D��HindIII  i KpnI �G�R�N�D�]�D�Q�D�� �M�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �O�L�J�D�F�L�M�H�� �L�� �S�U�D�Y�L�O�Q�D��
orijentacija umetnutog fragmenta AD. Reakcijom �3�&�5�� �G�R�N�D�]�D�Q�D�� �M�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �P�X�W�D�F�L�M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H 
�S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���N�R�M�D���V�H���Y�H�å�H���]�D���G�H�O�H�W�L�U�D�Q���G�L�R���X�Q�X�W�D�U���J�H�Q�D��NHE3�����.�R�Q�D�þ�Q�D���S�R�W�Y�U�G�D���S�R�V�W�R�M�D�Q�M�D���G�H�O�H�F�L�M�H���M�H���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H��
dobivenog plazmida. Plazmidom pcDNA/dHA-NHE3 transficirane su �V�W�D�Q�L�þ�Qe linij e fibroblasta PS120. Postupkom 
zakiseljavanja medija dokazana je fun�N�F�L�R�Q�D�O�Q�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(�����X�Q�D�W�R�þ���P�X�W�D�F�L�M�L���ã�W�R���E�L���]�Q�D�þ�L�O�R���G�D���X�Q�X�W�D�U���V�H�N�Y�H�Q�F�H��
NHE3 �S�R�V�W�R�M�L���Y�L�ã�H���U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�L�K���P�M�H�V�W�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�Wi proteina NHE3, zasebno ili u interakciji. 
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The subject of this thesis was the construction of a mutated transmembrane isoform 3 Na+/H+ protein exchanger 
(NHE3). 24 amino acids deleted (Leu 586 �± Arg609) are crucial for NHE3 protein regulation. The role of this 
exchanger is maintaining the homeostasis of cellular pH, by certain stimulators or inhibitors. The deletion has been 
accomplished by standard polymerase chain reaction method (PCR) using fragments of NHE3 sequence with 
flanking ends. The template for the reaction was pcDNA 3.1(+) plasmid with an inserted HA-NHE3 cDNA 
sequence (pcDNA/HA-NHE3). The efficacy of the deletion was checked by comparing the mutated fragment AD 
with control, unmutated fragment. After that, both pcDNA/HA-NHE3 plasmid and fragment AD were treated with 
PmaCI restriction enzyme having two restriction sites within the NHE3 sequence. Then, using the products of the 
reaction and treating them with ligase, a plasmid with a mutated NHE3 sequence was constructed, pcDNA/dHA-
NHE3. Escherichia coli, DH5µ were transformed with ligation product and pcDNA/dHA-NHE3 plasmid was 
isolated from transformed colonies. The efficacy of the ligation and the proper orientation of the insert were 
examend by restriction analysis. The efficacy of the mutation was shown by PCR reaction using an anti-sense 
primer annealing to the deleted amino acid sequence. The final confirmation of the deletion was the sequencing of 
the isolated plasmid. A fibroblast PS120 cell line was transformed by pcDNA/dHA-NHE3 plasmid and the 
functionality of the NHE3 protein was shown by acid loading. The mutated protein was functional, leading to the 
conclusion that the protein contains several regulation sequences, separate or together. 
 
 
(71 pages, 18 figures, 6 tables, 55 references, original in: Croatian) 
 
Key words: NHE3, cloning 
 
Supervisor: M�L�U�]�D���ä�L�å�D�N�����3�K�'�����$�V�V�R�F. Prof 
Co-�V�X�S�H�U�Y�L�V�R�U�����1�D�W�D�ã�D���%�D�X�H�U�����3�K�'����Assistant Prof 
 
Reviewers: �1�D�W�D�ã�D���%�D�X�H�U�����3�K�'�����$�V�V�L�V�W�D�Q�W���3�U�R�I 
       Mirta Tkalec, PhD, Assoc. Prof 
       Ana Galov, PhD, Assistant Prof 
 
 
Thesis accepted: 18.02.2015. 



 
 

POPIS KRATICA  

 

CaM KII  kalmodulin kinaza II 

CaM  kalmodulin 

cAMP  �F�L�N�O�L�þ�N�L���D�G�H�Q�R�]�L�Q���P�R�Q�R�I�R�V�I�D�W 

cGKII  �F�L�N�O�L�þ�N�L���*�0�3���N�L�Q�D�]�D II  

cGMP   �F�L�N�O�L�þ�N�L���J�Y�D�Q�R�]�L�Q���P�R�Q�R�I�R�V�I�D�W 

CK II  kazein kinaza II  

dNTP deoksiribonukleotid-3-fosfat 

DPPIV  protein peptidaza IV 

FGF fibroblastni �þ�L�P�E�H�Q�L�N rasta 

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

hemagglutinin) sastavljen od 9 aminokiselina  

HA-NHE3 �S�U�R�W�H�L�Q���1�+�(�����N�R�M�L���V�D�G�U�å�L���W�U�L���+�$���H�S�L�W�R�S�D���N�D�R���E�L�O�M�H�J���]�D���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�X���G�H�W�H�N�F�L�M�X�� 

HA-NHE3 sekvenca gena NHE3 koji sadr�å�L���V�H�N�Y�H�Q�F�X���N�R�M�D���N�R�G�L�U�D���W�U�L���+�$���H�S�L�W�R�S�D���N�D�R���E�L�O�M�H�J�� 

IFN-�� �L�Q�W�H�U�I�H�U�R�Q���� 

IRBIT �U�H�F�H�S�W�R�U���Y�H�]�X�M�X�ü�L���S�U�R�W�H�L�Q���L�Q�R�]�L�W�R�O������������-trifosfat (od eng. inositol 1,4,5-

trisphosphate receptor-binding protein) 

LB Luria-Bertani medij 

LP lipofektamin 

NHE3  �L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ���Q�D�W�U�L�M�D��i vodika izooblik 3 (od eng. sodium proton exchanger type 3) 

NHE3 gen za Na+/H+ �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L���L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ���L�]�R�R�E�O�L�N�D���� 

NHERF1   regulator Na+/H+ �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�J���L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�D�������� od eng. sodium proton exchanger 

type 3 regulator 1) 

PCR  �O�D�Q�þ�D�Q�D���U�H�D�N�F�L�M�D���S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P��(od eng. Polimerase Chain Reaction) 



 
 

PDZ strukturna proteinska domena, dobila ime po proteinima gdje je prvi puta otkrivena: 

protein post-�V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�H�� �J�X�V�W�R�ü�H�� ��od eng. Post synaptic density protein, PSD95) + 

veliki tumorski supresor Drosophila (od eng. Drosophila disc tumor suppressor, 

Dlg1) + protein zonula occludens-1 (od eng. Zonula occludens-1 protein, zo-1) 

PepT1 di/tripeptidi 

PKA protein kinaza A 

PKC protein kinaza C 

PP2A protein fosfataza 2 

SGK1 glukokortikoid inducibilna kinaza 1 

SOC super optimalni medij (SOB, super optimal broth) s glukozom 

TAE pufer: 40 mM Tris, 20 mM natrij acetat, 2 mM EDTA 

TE pufer: 10 mM Tris, 1 mM EDTA 

TNF-�. �W�X�P�R�U�V�N�L���I�D�N�W�R�U���Q�H�N�U�R�]�H���.����eng. tumor necrosis factor �.�� 

Umetak   fragment s delecijom nastao djelovanjem enzima PmaCI na mutirani fragment AD  
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�'�R���G�D�Q�D�V���M�H���X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���V�L�V�D�Y�D�F�D���R�W�N�U�L�Y�H�Q�R���G�H�Y�H�W���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���L�]�R�R�E�O�L�N�D���1�D+/H+ �L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�D�����1HE1-

9). Na+/H+ �L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�L�� ���1�+�(�V����integralni su membranski proteini koji posreduju elektroneutralnu 

�L�]�P�M�H�Q�X���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���++ �]�D���L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L���1�D+ ���*�U�L�Q�V�W�H�L�Q���L���V�X�U�����������������0�X�U�H�U���L���V�X�U���������������������D���Y�D�å�Q�L���V�X��

�]�D�� �E�U�R�M�Q�H�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H�� �S�U�R�F�H�V�H�� �X�� �ã�L�U�R�N�R�P�� �U�D�V�S�R�Q�X�� �R�G�� �Q�D�G�]�R�U�D�� �Q�D�G�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �S�+�� �L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P��

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+ �X�� �W�D�Q�N�R�P�� �F�U�L�M�H�Y�X�� �M�H�� �S�R�]�Q�D�W�R�� �G�D�� �M�H�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�D�� �X neutralan 

apsorpcijski proces NaCl���� �,�]�� �W�R�J�D�� �V�H�� �P�R�å�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �M�H�� �1�+�(���� �Y�D�å�D�Q��kod bolesti sa simptomima 

�S�U�R�O�M�H�Y�D���E�X�G�X�ü�L��da �M�H���Q�H�X�W�U�D�O�Q�D���D�S�V�R�U�S�F�L�M�D���1�D�&�O���Y�D�å�D�Q���G�L�R���D�S�V�R�U�S�F�L�M�H���1�D+ �X���S�U�R�E�D�Y�Q�R�P���W�U�D�N�W�X���X�N�O�M�X�þ�H�Q�D��

u probavu i u patologiju bolesti s proljevima.   

 

 1.1. Protein NHE3 u tkivima 
 

Iako su Na+/H+ �L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�L�� �V�O�L�þ�Q�L�� �S�R�� �V�W�U�X�N�W�X�U�L�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�M�L���� �L�S�D�N�� �V�Y�D�N�L�� �L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�� �L�P�D�� �V�Y�R�M�H��

�M�H�G�L�Q�V�W�Y�H�Q�H���]�Q�D�þ�D�M�N�H���V���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���V�P�M�H�ã�W�D�M���L���U�H�J�X�O�D�F�L�M�X���� 

Obitelj od devet Na+/H+ �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K�� �L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�D��dijeli se na dvije podg�U�X�S�H���� �R�Q�H�� �þ�L�M�H�� �V�H��

�S�U�L�P�D�U�Q�H���I�X�Q�N�F�L�M�H���R�G�Y�L�M�D�M�X���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���P�H�P�E�U�D�Q�L�����S�U�R�W�H�L�Q���1�+�(�������������������������L���������L���G�U�X�J�H���N�R�M�H���V�X���S�U�L�P�D�U�Q�R��

�S�U�L�V�X�W�Q�H���Q�D���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���R�U�J�D�Q�H�O�D�P�D�����S�U�R�W�H�L�Qi NHE 6, 7 i 9). Unutar prve podgrupe, NHE3 i NHE5 

su izooblici koji konstantno recirkul�L�U�D�M�X���L�]�P�H�ÿ�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���L���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���S�U�R�V�W�R�U�D�����G�R�N���V�X��

NHE1, NHE2 i NHE���� �V�W�D�W�L�þ�Q�L�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �P�H�P�E�U�D�Q�L���� �=�D�� �U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �L�]�Roblika koje se nalaze na 

membrani, NHE6, NHE7 i NHE9 �V�X�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�L�� �X�� �P�H�P�E�U�D�Q�D�P�D�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �R�U�J�D�Q�H�O�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��

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

Dokazano je da se protein NHE1 nalazi u gotovo svim stanicama sisavaca, �ã�W�R���V�H���Q�H���P�R�å�H���U�H�ü�L��

za izooblike NHE2, NHE3 i NHE4. Ova tri izooblika se uglavnom nalaze u epitelnim stanicama �å�H�O�X�Fa, 

crijeva i bubrega. Pro�W�H�L�Q�� �1�+�(���� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �X�� �å�H�O�X�F�X���� �P�D�W�H�U�Q�L�F�L���� �E�X�E�U�H�]�L�P�D���� �F�U�L�M�H�Y�L�P�D���� �Q�D�G�E�X�E�U�H�å�Q�L�P��

�å�O�L�M�H�]�G�D�P�D�� �L�� �X�� �P�D�Q�M�L�P�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D�� �X�� �G�X�ã�Q�L�N�X�� �L�� �V�N�H�O�H�W�Q�L�P�� �P�L�ã�L�ü�L�P�D�� ���7�V�H�� �L�� �V�X�U���� ������������ �2�U�O�R�Z�V�N�L�� �L�� �V�X�U����

�����������������3�U�R�W�H�L�Q���1�+�(�����V�H���S�D�N���Q�D�O�D�]�L���X���å�H�O�X�F�X�����S�R�W�R�P���X���F�U�L�M�H�Y�L�P�D�����P�D�W�H�U�Q�L�F�L���L���X���M�H�G�Q�D�N�L�P���N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D���X��

�P�R�]�J�X�����E�X�E�U�H�]�L�P�D���L���V�N�H�O�H�W�Q�L�P���P�L�ã�L�ü�L�P�D�����2�U�O�R�Z�V�N�L���L���V�X�U������������������ 

NHE3 �M�H���H�S�L�W�H�O�Q�L���L�]�R�R�E�O�L�N���N�R�M�L���M�H���Q�D�M�Y�H�ü�L�P���G�L�M�H�O�R�P���V�P�M�H�ã�W�H�Q���Q�D���D�S�L�N�D�O�Q�R�M���P�H�P�E�U�D�Q�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

Na+ apsorpcijskih epitelnih stanica u tankom (ileum i jejunum) i debelom crijevu (Bookstein i sur. 1994; 

�%�L�H�P�H�V�G�H�U�I�H�U�� �L�� �V�X�U���� ���������������� �S�U�R�N�V�L�P�D�O�Q�L�P�� �N�D�Q�D�O�L�ü�L�P�D�� �E�X�E�U�H�J�D�� �L�� �G�H�E�H�O�R�P�� �X�]�O�D�]�Q�R�P�� �N�U�D�N�X�� �+�H�Q�O�H�R�Y�H��

�S�H�W�O�M�H�����D�O�L���L�V�W�R���W�D�N�R���Q�D�O�D�]�L�P�R���J�D���X���H�S�L�G�L�G�L�P�X�V�X�����Q�H�N�L�P���å�L�Y�þ�D�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���S�U�R�G�X�å�H�Q�H���P�R�å�G�L�Q�H���L���Q�H�N�L�P��

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D���N�D�Q�D�O�L�ü�D���å�O�L�M�H�]�G�D���V�O�L�Q�R�Y�Q�L�F�D�� �1�D���D�S�L�N�D�O�Q�R�M���P�H�P�E�U�D�Q�L���S�U�R�N�V�L�P�D�O�Q�R�J���N�D�Q�D�O�L�ü�D��bubrega NHE3 
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sudjeluje u procesu apsorpcije iona Na+ ���<�L�S���L���V�X�U���������������������=�E�R�J���V�P�M�H�ã�W�D�M�D���X���D�S�L�N�D�O�Q�R�M���P�H�P�E�U�D�Q�L���1�D+ 

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. �'�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �1�+�(���� �X�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �S�U�R�N�V�L�P�D�O�Q�L�K�� �N�D�Q�D�O�L�ü�D�� �E�X�E�U�H�J�D. Na slici je 

prika�]�D�Q�� �S�R�S�U�H�þ�Q�L�� �S�U�H�V�M�H�N�� �S�U�R�N�V�L�P�D�O�Q�R�J�� �N�D�Q�D�O�L�ü�D�� �E�X�E�U�H�J�D���� �'�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �1�+�(���� �M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D��

inkubacijom antitijelima �L�� �S�R�W�R�P�� �Y�L�]�X�D�O�L�]�L�U�D�Q�R���� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �Q�D�M�Y�H�ü�X�� �G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��

�1�+�(�����Q�D���D�S�L�N�D�O�Q�R�M���P�H�P�E�U�D�Q�L���V�W�D�Q�L�F�D���S�U�R�N�V�L�P�D�O�Q�L�K���N�D�Q�D�O�L�ü�D��okrenutih u smjeru lumena (na slici se vidi 

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

 

 

 ���������)�L�]�L�R�O�R�ã�N�D���X�O�R�J�D��proteina NHE3 

 

�.�U�R�]�� �S�U�R�E�D�Y�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y���� �V�Y�D�N�L�� �G�D�Q���� �S�U�R�ÿ�X�� �Y�H�O�L�N�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �Y�R�G�H�� �L�� �L�R�Q�D�� �1�D+���� �9�H�ü�L�Q�D�� �V�H�� �L�]�E�D�F�X�M�H��

putem probavnih procesa dok �V�H�� �P�D�Q�M�L�� �G�L�R�� �D�S�V�R�U�E�L�U�D�����1�D�� �W�D�M���Q�D�þ�L�Q���� �S�U�R�E�D�Y�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y���R�G�U�å�D�Y�D�� �V�W�D�E�L�O�Q�X��

homeostazu vode i iona Na+ ���=�D�F�K�R�V���L���V�X�U���������������������8�]���S�U�R�E�D�Y�Q�L���V�X�V�W�D�Y�����X���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X���K�R�P�H�R�V�W�D�]�H���Y�R�G�H����

�X�O�R�J�X�� �L�P�D�� �L�� �E�X�E�U�H�å�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y���� �2�E�D�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �S�R�V�M�H�G�X�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�H�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�H�� �X���N�R�M�H�� �V�X�� �Y�H�ü�L�P��

�G�L�M�H�O�R�P���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L���W�U�D�Q�V�S�R�U�W�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�L�����.�D�R���ã�W�R���M�H���Y�H�ü���S�U�L�M�H���V�S�R�P�H�Q�X�W�R�����M�H�G�D�Q���R�G���Q�M�L�K���M�H���S�U�R�W�H�L�Q��

NHE3. 

NHE3 treba �R�P�R�J�X�ü�L�W�L���D�S�V�R�U�S�F�L�M�X���Y�H�O�L�N�L�K���N�R�O�L�þ�L�Q�D���L�R�Q�D���1�D+ putem neutralne NaCl apsorpcije i 

�W�L�P�H���R�G�U�å�D�W�L���S�U�D�Y�L�O�Q�X���K�R�P�H�R�V�W�D�]�X���X�Q�X�War organizma (Slika 2). 
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Slika 2. Prikaz funkcije proteina NHE3 tijekom probavnog procesa unutar crijeva kao i prikaz 

procesa neutralne apsorpcije. �3�U�R�W�H�L�Q���1�+�(�����M�H���V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q���Q�D���V�D�P�R�P���S�R�þ�H�W�N�X���S�U�R�E�D�Y�H���N�D�N�R���E�L���G�R�ã�O�R��

�G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D�� �Y�R�O�X�P�H�Q�D�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �Y�R�G�R�P�� �L�� �W�L�P�H�� �H�I�L�N�D�V�Q�L�M�H�J�� �ã�L�U�H�Q�M�D�� �S�U�R�E�D�Y�Q�L�K�� �H�Q�]�L�P�D�� ��Krishnan i sur., 

2003.). Nakon toga dolazi do inhibicije NHE3, da bi se ponovno stimulirao tek u kasnijoj fazi probave 

�U�D�G�L���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D���Y�R�O�X�P�H�Q�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U�����U�D�Y�Q�R�P�M�H�U�Q�R�P���L�]�P�M�H�Q�R�P���L�R�Q�D���1�D+ i H+ protein NHE3 stvara kiselu 

�P�L�N�U�R�N�O�L�P�X���X�Q�X�W�D�U���O�X�P�H�Q�D���F�U�L�M�H�Y�D���L���W�L�P�H���R�P�R�J�X�ü�X�M�H���D�S�V�R�U�S�F�L�M�X���K�U�D�Q�M�L�Y�L�K���W�Y�D�U�L���S�U�H�N�R���G�U�X�J�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K��

transportera (Donowitz i sur., 1987.). Isto tako, procesom neutralne apsorpcije, koji se odvija u 

�U�D�]�G�R�E�O�M�L�P�D���L�]�P�H�ÿ�X���R�E�U�R�N�D�����S�U�R�W�H�L�Q���1�+�(�������X���V�X�U�D�G�Q�M�L���V���&l-/HCO3- transporterom apsorbira ion Na+ u 

zamjenu za ion Cl- (Knickelbeini sur., 1983.). (Preuzeto od: Donowitz i sur. 2009.) 

 

 

�3�U�R�F�H�V���Q�H�X�W�U�D�O�Q�H���D�S�V�R�U�S�F�L�M�H���V�H���R�G�Y�L�M�D���X�Q�X�W�D�U���S�U�R�E�D�Y�Q�R�J���V�X�V�W�D�Y�D���X���U�D�]�G�R�E�O�M�L�P�D���L�]�P�H�ÿ�X���R�E�U�R�N�D��

�S�U�L���þ�H�P�X���M�H�����G�D�N�O�H�����1�+�(�����L�Q�K�L�E�L�U�D�Q���W�L�M�H�N�R�P���L���S�R�V�O�L�M�H���M�H�O�D�����D���S�R�G�U�D�å�X�M�H���V�H���X���N�D�V�Q�L�M�H�P���S�U�R�F�H�V�X���S�U�R�E�D�Y�H��

(Zachos i sur. 2005.). Neutralna apsorpcija je isto tako povezana i uz kretanje iona Cl- preko Cl-/HCO3
- 

�S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�J���L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�D�����L�D�N�R���M�H���S�R�N�D�]�D�Q�R���G�D���1�+�(�����P�R�å�H���I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�U�D�W�L���L���R�G�Y�R�M�H�Q�R���R�G���Q�Mega (Walker i 

sur. 2008.). 

�-�H�G�Q�D���R�G���Y�D�å�Q�L�K���]�Q�D�þ�D�M�N�L���1�+�(�����M�H���Q�M�H�J�R�Y�D���G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���S�R�G���E�D�]�D�O�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����.�D�R��

�G�L�R�� �Q�R�U�P�D�O�Q�H�� �I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�H�� �S�U�R�E�D�Y�H���� �1�+�(���� �M�H�� �V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�� �Q�D�� �V�D�P�R�P�� �S�R�þ�H�W�N�X�� �S�U�R�E�D�Y�H�� �L�� �W�R�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H��

�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���Y�R�G�H���X���O�X�P�H�Q�X���F�U�L�M�H�Y�D���ã�W�R���S�R�W�R�P���V�O�X�å�L �]�D���ã�L�U�H�Q�M�H���S�U�R�E�D�Y�Q�L�K���H�Q�]�L�P�D���L���S�U�R�E�D�Y�X���þ�L�Q�L���H�I�L�N�D�V�Q�L�M�R�P����

�8���N�D�V�Q�L�M�R�M���I�D�]�L���S�U�R�E�D�Y�H�����1�+�(�����M�H���D�N�W�L�Y�D�Q���N�D�N�R���E�L���R�G�U�å�D�Y�D�R���K�R�P�H�R�V�W�D�]�X���Y�R�O�X�P�H�Q�D�����%�R�E�X�O�H�V�F�X���L���0�R�H��

2006.). 

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

apsorpciji iona HCO3- kao i sekreciji iona NH4+.  
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�1�+�(�����M�H���Y�D�å�D�Q���L���X���D�S�V�R�U�S�F�L�M�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���S�U�R�E�D�Y�Q�L�K���W�Y�D�U�L���ã�W�R���V�H���R�V�W�Y�D�U�X�M�H���L�]�E�D�F�L�Y�D�Q�M�H�P���L�R�Q�D���++ u 

�O�X�P�H�Q�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �L�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�P�� �N�L�V�H�O�H�� �P�L�N�U�R�N�O�L�P�H���� �=�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�ü�L�� �S�R�Y�L�ã�H�Q�R�P�� �S�+�� �J�U�D�G�L�M�H�Q�W�X���� �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�� �V�H��

mnogi transporteri koji potom apsorbiraju hranjive tvari. Najpoznatije �K�U�D�Q�M�L�Y�H���W�Y�D�U�L���X�N�O�M�X�þ�X�M�X���G�L�S�H�S�W�L�G�H��

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 �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�Mima �Q�D���P�L�ã�H�Y�L�P�D���N�R�M�L���Q�H���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�M�X��

�1�+�(������ �3�R�N�D�]�D�O�R�� �V�H�� �G�D�� �I�H�F�H�V�� �P�L�ã�H�Y�D�� �V�D�G�U�å�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �Y�R�G�H�� �W�H�� �L�P�D�M�X�� �N�U�D�ü�L�� �å�L�Y�R�W�Q�L�� �Y�L�M�H�N����

�S�R�U�H�P�H�ü�H�Q�X�� �S�+�� �K�R�P�H�R�V�W�D�]�X�� ���D�F�L�G�R�]�D������ �V�P�D�Q�M�H�Q�L�� �N�U�Y�Q�L�� �W�O�D�N�� �L�� �V�P�D�Q�M�H�Q�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �P�D�V�Q�R�J�� �Wkiva 

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

 

1.3. Proteini NHE  

 

�3�U�L�P�D�U�Q�D���L���S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D���V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�D���V�W�U�X�N�W�X�U�D���V�Y�L�K���L�]�R�I�R�U�P�L���M�H���V�O�L�þ�Q�D�����3�U�R�W�H�L�Q���1�+�(���V�H���V�D�V�W�R�M�L��

�R�G�� �G�Y�L�M�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H�� �G�R�P�H�Q�H���� �W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�H�� �N�R�M�D�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� �������� �D�P�L�Q�R�N�L�V�Hlina i 

�F�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�H���N�R�M�D���V�D�G�U�å�L���S�U�L�E�O�L�å�Q�R 300 aminokiselina (Donowitz i sur. 1996.) (Slika 3). 

 

 

Slika 3. Struktura proteina NHE3. �1�+�(���� �S�R�V�M�H�G�X�M�H�� �W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�X�� �G�R�P�H�Q�X�� �L�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�X��

domenu. �7�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�D���G�R�P�H�Q�D���M�H���J�U�D�ÿ�H�Q�D���R�G���������S�R�G�G�R�P�H�Q�D���N�R�M�L���V�H���S�U�R�W�H�å�X���R�G���M�H�G�Q�H���Q�D���G�U�X�J�X��

�V�W�U�D�Q�X�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �8�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�D�� �G�R�P�H�Q�D�� �M�H�� �S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�D�� �X��dvije poddomene, inhibicijsku i 

stimulacijsku, i sudjeluje u regulaciji aktivnosti NHE3.   
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Proteini NHE, koji�P�D���M�H���Q�D�N�R�Q���N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�D���L���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q���V�O�L�M�H�G���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�Oina, (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 

�N�R�M�L���X�W�M�H�þ�X���Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(���G�R�N���W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�Dnska 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 

II, ali ne i za protein kinazu A�����G�R�N���1�+�(�����V�D�G�U�å�L���Y�H�]�Q�D���P�M�H�V�W�D���]�D���V�Y�D���W�U�L���H�Q�]�L�P�D�����=�E�R�J���W�D�N�Y�H���U�D�]�O�L�N�H��

unutar citoplazmatske domene svaki NHE �L�P�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D���P�M�H�V�W�D���U�H�J�X�O�D�F�L�M�H (Tse i sur. 1992.). 

�1�+�(�����L���1�+�(�����V�H���U�D�]�O�L�N�X�M�X���S�R���V�H�N�Y�H�Q�F�L���X���F�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�R�M���G�R�P�H�Q�L���W�H���S�U�H�P�D���]�Q�D�þ�D�M�N�D�P�D���X�Q�X�W�D�U��

�W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�H�� �G�R�P�H�Q�H���� �1�D�� �S�U�L�P�M�H�U���� �S�U�R�W�H�L�Q�� �1�+�(���� �V�D�G�U�å�L�� �S�H�W�O�M�X�� �X�Q�X�W�D�U�� �W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Qske domene 

�N�R�M�D���M�H���Y�H�ü�D���R�G���R�Q�H���N�R�M�X���L�P�D���S�U�R�W�H�L�Q���1�+�(�������6�O�L�þ�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X���V�W�U�X�N�W�X�U�L���W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�H���G�R�P�H�Q�H���Q�L�V�X��

�V�D�P�R���Q�D�ÿ�H�Q�H�� �P�H�ÿ�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��izooblicima proteina NHE, nego i unutar istog izooblika �N�R�G���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

vrsta sisavaca (Tse i sur. 1993.). Iz toga se mo�å�H���S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�L�W�L���G�D��je struktura sekvence transmembranske 

domene �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���S�U�H�P�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���W�N�L�Y�L�P�D���X���N�R�L�P�D���V�H���1�+�(���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�� 

 

1.4. Funkcionalne domene proteina NHE 

 

1.4.1. Transportna domena 

 

�7�U�D�Q�V�S�R�U�W�Q�D�� �G�R�P�H�Q�D���� �G�X�å�L�Q�H�� �R�G�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� �������� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���� �Y�H�ü�L�Q�R�P�� �M�H�� �K�R�P�R�O�R�J�Q�D�� �P�H�ÿ�X��

izooblicima �1�+�(�� �L�� �R�G�J�R�Y�R�U�Q�D�� �]�D�� �L�]�P�M�H�Q�X�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �L�R�Q�D�� �1�D+ �]�D�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �L�R�Q�� �++ 

(Wakabayashi i sur. 2000.). Sastoji se od 12 pretpostavljenih poddomena od kojih 11, funkcionalnih, 

prolazi kroz membranu stanice dok se jedna poddomena �Q�D�O�D�]�L���X���L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���S�U�R�V�W�R�U�X���L���I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�U�D��

kao signalni peptid (�ä�L�å�D�N���L���V�X�U�� 2000.). Transmembranske p�R�G�G�R�P�H�Q�H�������L�������V�D�G�U�å�H���V�H�N�Y�H�Q�F�X���R�G�J�R�Y�R�U�Q�X��

�]�D�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�� �Q�D�� �G�L�X�U�H�W�L�N�� �D�P�L�O�R�U�L�G���� �D�� �V�X�N�O�D�G�Q�R�� �W�R�P�H���� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �G�D�� �V�H�� �L�]�P�H�ÿ�X��

transmembranskih poddomena 9 i 10 nalazi P-�S�H�W�O�M�D���N�R�M�D���V�X�G�M�H�O�X�M�H���X���L�]�P�M�H�Q�L���L�R�Q�D���N�D�R���L���X���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�X��

�V�S�H�F�L�I�L�þnosti transporta (�ä�L�å�D�N���L���V�X�U�� 2000.). 

Kompletna struktura transportne domene �M�R�ã��nije do kraja otkrivena, �P�H�ÿ�X�W�L�P na osnovi 

�G�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�K studija smatra se da transportnu domenu gradi 12 transmembranskih poddomena od kojih 

�S�U�Y�X���Q�D�M�Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L�M�H���þ�L�Q�L���V�L�J�Q�D�O�Q�L���S�H�S�W�L�G�����W�H���G�D���S�R�V�M�H�G�X�M�H���G�Y�L�M�H���S�H�W�O�M�H���N�R�M�H���X�U�D�Q�M�D�M�X���X���P�H�P�E�U�D�Q�X���V�W�D�Q�L�F�H 

(Donowitz i sur. 2009.).  
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1.4.2. Regulatorna domena 
 

Citoplazmatska, regulatorna domena proteina NHE3 sastoji se od 378 aminokiselina i 

�S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D���V�H���G�D���L�P�D���V�S�L�U�D�O�Q�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X���X���G�L�M�H�O�R�Y�L�P�D���N�R�M�L���V�X���E�O�L�å�L���W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�R�M���G�R�P�H�Q�L�����&�K�R�X���L��

Fasman 1974.) 

�6�D�� �V�Y�R�M�L�P�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�V�N�L�P�� �L�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�V�N�L�P�� �Y�H�]�Q�L�P�� �P�M�H�V�W�L�P�D���� �J�O�D�Y�Q�D�� �]�D�G�D�ü�D�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�H��

domene je regulacija aktivnosti proteina NHE3. Unutar ove regije nalaze se vezna mjesta �]�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H��

proteine, enzime ili faktore rasta koji sudjeluju u regulaciji ktivnosti proteina NHE3 (Donowitz i sur. 

2001.). Primjer su enzim kalmodulin kinaza II (CaM kinaza II), protein megalin, enzim protein 

peptidaza IV ���'�3�3���,�9�������S�U�R�W�H�L�Q���H�]�U�L�Q�����U�H�F�H�S�W�R�U���Y�H�]�X�M�X�ü�L���S�U�R�W�H�L�Q���L�Q�R�]�L�W�R�O������������-trifosfat (inositol 1,4,5-

trisphosphate receptor-binding protein, IRBIT) i mnogi drugi (Yun i sur. 1997.) (Slika 4). 

 

Slika 4. Shematski prikaz citoplazmatske domene proteina NHE3. Shematski prikaz 

�F�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�H���G�R�P�H�Q�H���V���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D���N�R�M�L���V�H���Y�H�å�X���]�D���F�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�L���G�L�R���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(�������1�D�]�Q�D�þ�H�Q�H���V�X��

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �Q�D�� �N�R�M�H�� �V�H�� �Y�H�å�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�L���� �3�U�R�W�H�L�Q NHE3 je direktno i indirektno, preko 

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

 

�5�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �P�X�W�D�F�L�M�D�P�D��regulatorne �G�R�P�H�Q�H�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�Q�H�� �V�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �U�H�J�L�M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�H�� �]�D��

�S�U�D�Y�L�O�Q�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �L�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �1�+�(������ �1�H�G�D�Y�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��pokazuju da pored pojedinih 

regulatornih proteina, u regulaciji NHE3 sudjeluju i regulatorni proteini organizirani u velike komplekse 

unutar kojih ti proteini �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���U�Hagiraju �N�D�N�R���E�L���X���N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L���D�N�W�L�Y�L�U�D�O�L���L�O�L���L�Q�K�L�E�L�U�D�O�L���S�U�R�W�H�L�Q���1�+�(����

(Thomson i sur. 2005.). Pokazatelj takvog djelovanja je malo �S�R�G�U�X�þ�M�H�� �X�Q�X�W�D�U�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�H�� �G�R�P�H�Q�H����

�L�]�P�H�ÿ�X���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���/�H�X���������L���$�U�J�����������]�D���N�R�M�H���V�H���Y�H�å�X���S�U�R�W�H�L�Q�L���N�R�M�L���D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X���L/ili  inhibiraju protein 

�1�+�(�������,�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���R�Y�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���M�H���G�L�Q�D�P�L�þ�Q�D�����þ�H�V�W�R���V�H���P�L�M�H�Q�M�D���S�U�R�P�M�H�Q�R�P���V�L�J�Q�D�O�D���ã�W�R���X�W�M�H�þ�H���Q�D���V�D�P�X��
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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 �Q�D�W�M�H�þ�H�� �V�� �L�R�Q�R�P�� �1�D+ za njegovo 

�Y�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�R�� �X�Q�X�W�D�U�� �W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �1�+�(���� �8�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�P�� ��������

aminokiselina iz citoplazmatske domene dokazana je gotovo jednaka osjetljivost mutanta na amilorid 

�N�D�R�� �X�� �G�L�Y�O�M�H�J�� �W�L�S�D�� �L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�D���� �5�D�]�O�L�þ�L�Wi klonirani izooblici �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �1�+�(�� �L�P�D�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�� �V�W�X�S�D�Q�M��

osjetljivosti na amilorid. NHE1 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, Leu167, 

�X�Q�X�W�D�U�� �þ�H�W�Y�U�W�H�� �W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�H domene. �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �R�W�N�U�L�Y�H�Q�R�� �G�D�� �V�X�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �N�R�M�H�� �R�N�U�X�å�X�M�X��

�/�H�X���������Y�L�V�R�N�R���N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�H���P�H�ÿ�X���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�P���1�+�(��izooblicima�����D���G�D�O�M�Q�M�L�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P���V�H���S�R�N�D�]�D�O�R��

da je Leu167 vezno mjesto 5'-amino analoga, dok je Tyr165 vezno mjesto diuretskog amilorida 

(Counillon i sur. 1993; Yun i sur. 1993.). 

 

1.5. Mehanizmi regulacije proteina NHE3 
 

���������������.�U�D�W�N�R�U�R�þ�Q�D���U�H�J�X�O�D�F�L�M�D 
 

Postoje dvije vrste mehanizama koji reguliraju aktivnost Na+/H+ �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�J�� �L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�D��

ovisno o vremenskom rasponu u kojem uzrokuju promjene���� �1�H�N�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�L�� �X�]�U�R�N�X�M�X�� �W�U�H�Q�X�W�D�þ�Q�H��

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

Na primjer, enzimi protein kinaze �L���V�H�U�X�P�L���X�]�U�R�N�X�M�X���W�U�H�Q�X�W�D�þ�Q�H���S�U�R�P�M�H�Q�H��u aktivnosti proteina 

NHE, dok promjene uzrokovane osmola�O�Q�R�ã�ü�X���G�R�O�D�]�H���G�R���L�]�U�D�å�D�M�D���N�D�V�Q�L�M�H�����1�H�N�L���K�R�U�P�R�Q�L�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L��

glukokortikoide�����W�D�N�R�ÿ�H�U���S�R�þ�L�Q�M�X���G�M�H�O�R�Y�D�W�L���W�H�N���Q�D�N�R�Q��nekoliko sati (Donowitz  i sur. 1996.). 

�6�D�P�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �P�Q�R�J�R�E�U�R�M�Q�L�K�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�� �N�R�M�L�� �U�H�J�X�O�L�U�D�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �1�+�(�� �G�D�O�H�N�R�� �M�H�� �M�R�ã�� �R�G��

�]�D�Y�U�ã�H�Q�R�J�D�����P�H�ÿ�X�W�L�P�����V�D�G�D���V�X���]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�F�L���X���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L���S�R�G�L�M�H�O�L�W�L���W�H���P�H�K�D�Q�L�]�P�H���X���R�V�Q�R�Y�Q�H���J�U�X�S�H�����7�H��

�J�U�X�S�H���X�N�O�M�X�þ�X�M�X���N�U�D�W�N�R�U�R�þ�Q�X���L �G�X�J�R�U�R�þ�Q�X���U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�����+�H���L���<�X�Q 2009.). 
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1.5.1.1. Fosforilacija 
 

�&�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�D�� �G�R�P�H�Q�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �1�+�(���� �V�D�G�U�å�L�� �P�Q�R�J�R�E�U�R�M�Q�D�� �P�M�H�V�W�D�� �N�R�M�D�� �V�X�� �I�R�V�I�R�U�L�Oirana 

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 �V�S�H�F�L�I�L�þ�Qih aminokiselina, Ser552 i Ser605, pokazano je da su te 

aminokiseline fosforilacijsko mjesto za enzim PKA���� �.�R�Q�D�þ�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�� �M�H�� �E�L�R�� �S�U�H�V�W�D�Q�D�N�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H��

proteina NHE3, �S�U�L���þ�H�P�X���M�H transportna aktivnost proteina NHE3 smanjena samo za 50% (Kurashima i 

sur. 1997.). O�W�N�U�L�Y�H�Q�R���M�H���G�D���M�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���6�H�U���������W�D�N�R�ÿ�H�U���R�G�J�R�Y�R�U�Q�D���]�D���U�H�J�X�O�D�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(����

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 �þ�L�M�R�P mutacijom dolazi do prekida regulacije (Zhao i sur. 1999.). 

Isto tako, jedan od bolje �S�R�M�D�ã�Q�M�H�Q�L�K �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �H�Q�]�L�P��kazein kinazu II (CK II). 

Enzim CK II stimulira protein NHE3 pod baz�D�O�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���W�D�N�R���ã�W�R���V�H���Y�H�å�H���Q�D���Q�M�H�J�R�Y�X���F�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�X��

�G�R�P�H�Q�X���L���I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�X���6�H�U�����������9�D�å�Q�R���M�H���Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�L���G�D���Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R���H�Q�]�L�P�D��CK II nije 

isto onomu koje fosforilira (Sarker i sur. �����������������)�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P���V�H���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(3 

�Q�D�� �D�S�L�N�D�O�Q�R�M�� �P�H�P�E�U�D�Q�L�� �L�� �S�R�W�L�þ�H�� �V�L�Q�W�H�]�D�� �Q�R�Y�R�V�W�Y�R�U�H�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �,�V�W�R�� �W�D�N�R�� �V�H�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P�� �V�W�L�P�X�O�L�U�D��

njegova aktivnost. Mutacijom aminokiseline Ser719 pokazala se smanjena ekspresija proteina NHE3 

�N�D�R���L���Q�M�H�J�R�Y�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���L�D�N�R���V�H���N�R�O�L�þ�L�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���X�Q�X�W�D�U��stanice nije smanjila. Time je pokazano da enzim 

CK II �L�P�D���Y�D�å�Q�X���X�O�R�J�X���X���U�H�J�X�O�D�F�L�M�L���L���H�N�V�S�U�H�V�Lji proteina NHE3 (Sarker i sur. 2008.). 

�6�D�P���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���N�R�M�L�P���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D���P�L�M�H�Q�M�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(�����M�R�ã���Q�L�M�H���R�W�N�U�L�Y�H�Q�����6�P�D�W�U�D��

se da fosforilacija mijenja nj�H�J�R�Y�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �D�O�R�V�W�H�U�L�þ�N�L�P�� �S�R�P�D�N�R�P�� �N�R�M�L�� �M�H�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�� �Y�H�O�L�N�L�P����

�I�R�V�I�D�W�Q�L�P���� �E�R�þ�Q�L�P�� �O�D�Q�F�H�P�� ���.�R�F�L�Q�V�N�\�� �L�� �V�X�U���� ���������������� �,�V�W�R�� �W�D�N�R�� �V�H�� �V�P�D�W�U�D�� �G�D�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D��

�X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�R���N�U�H�W�D�Q�M�H���1�+�(�����N�D�R���L���Q�D���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X���V���G�U�X�J�L�P���U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�L�P���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D�� 
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1.5.1.2. Tkivna lokalizacija proteina NHE3 
 

�3�U�R�W�H�L�Q���1�+�(�����V�H���U�D�]�O�L�N�X�M�H���R�G���R�V�W�D�O�L�K���L�]�R�I�R�U�P�L���W�L�P�H���ã�W�R���V�H���R�Q���N�U�H�ü�H���L�]�P�H�ÿ�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H��

�L���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���R�G�M�H�O�M�D�N�D procesom recikliranja. Pokazalo se da protein NHE3u stanicama bubrega i 

crijeva, �S�R�V�W�R�M�L���X�Q�X�W�D�U���þ�H�W�L�U�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���R�G�M�H�O�M�N�D�����V�W�D�W�L�þ�Q�D���V�X�E�S�R�S�X�O�D�F�L�M�D���N�R�M�D���V�H���V�W�D�O�Q�R���Q�D�O�D�]�L���Q�D���D�S�L�N�D�O�Q�R�M��

membrani, pokretna subpopulacija �N�R�M�D���V�H���N�U�H�ü�H���L�]�P�H�ÿ�X���D�S�L�N�D�O�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���L���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���R�G�M�H�O�M�D�N�D 

�L���G�Y�D���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�D���R�G�M�H�O�M�N�D���N�R�M�D���V�H���P�R�J�X���U�D�]�O�L�N�R�Y�D�W�L���S�R���V�Y�R�M�R�M���E�U�]�L�Q�L���L�]�P�Mene proteina NHE3 koji se 

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

�3�R�V�W�R�M�H���P�Q�R�J�R�E�U�R�M�Q�L���I�D�N�W�R�U�L���N�R�M�L���X�W�M�H�þ�X���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(�������-�H�G�D�Q���R�G���Q�M�L�K��

�M�H���S�U�R�W�H�L�Q���,�5�%�,�7�����S�U�R�W�H�L�Q���N�R�M�L���V�H���Y�H�å�H���]�D���U�H�F�H�S�W�R�U���L���R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q���X���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���L�Q�Rzitol 1,4,5-trifosfata, IP3) 

�N�R�M�L���V�H���S�R�G���X�W�M�H�F�D�M�H�P���S�U�R�W�H�L�Q�D���D�Q�J�L�R�W�H�Q�]�L�Q�D���,�,���Y�H�å�H���]�D���S�U�R�W�H�L�Q���1�+�(�����L���]�D�M�H�G�Q�R���V���Q�M�L�P�����N�D�R���L���V���H�Q�]�L�P�R�P��

kalmodulin kinazom II (CaM K II) �X�W�M�H�þ�H���Q�D���S�R�Y�L�ã�H�Q�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(�������8���W�D�M���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���M�R�ã��

ulazi i neophodna fosforilacija proteina IRBIT kao i prisutnost iona Ca2+ (He i sur. 2010.) (Slika 5). 

 

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

receptora za protein angiotensin (angiotensin receptor, AT1R) dolazi do nakupljanja unutar�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J��

iona Ca2+ �ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���H�Q�]�L�P�D���&�D�0���N�L�Q�D�]�H���,�,�����(�Q�]�L�P���&�D�0���N�L�Q�D�]�D���,�,���S�R�W�R�P���I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D���S�U�R�W�H�L�Q��

�,�5�%�,�7���þ�L�P�H���V�H���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���Q�M�H�J�R�Y�D���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���V���S�U�R�W�H�L�Q�R�P���1�+�(�����L���W�L�P�H���G�R�Y�R�G�L���G�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�H���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H��

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 

�1�+�(�������D���M�R�ã���P�D�Q�M�H���L�K���V�H���X���S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L���U�D�]�X�P�L�M�H����Zna se da su svi mehanizmi usko povezani i da im je 
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�N�R�Q�D�þ�Q�L���F�L�O�M���S�U�D�Y�L�O�Q�R���D�N�W�L�Y�L�U�D�W�L���S�U�R�W�H�L�Q���1�+�(�����N�D�N�R���E�L���V�H���R�Q���P�R�J�D�R���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�W�L���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���P�H�P�E�U�D�Q�H���L��

pravilno obavljati svoju funkciju. 

 

1.5.1.3. Protein-protein interakcija 
 

Pored regulacije u kojoj �V�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �Y�H�å�H�� �]�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �X�Q�X�W�D�U��

citoplazmatske domene preko koje stimulira ili inhibira protein NHE3, �Y�D�å�Q�X���X�O�R�J�X���X���U�H�J�X�O�D�F�L�M�L���L�P�D�M�X i 

veliki proteinski kompleksi unutar kojih proteini �U�H�D�J�L�U�D�M�X�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �W�H�� �V�H�� �S�U�H�N�R��PDZ-domena tzv. 

�S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�K proteina ve�å�X na citoplazmatsku domenu proteina NHE3 (Zachos i sur. 2005.). 

PDZ-�G�R�P�H�Q�H���V�X���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H���G�R�P�H�Q�H���V�D�V�W�D�Y�O�M�H�Q�H���R�G���S�U�L�E�O�L�å�Q�R���������D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�����D���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H���V�X��

�X�Q�X�W�D�U���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���V�L�J�Q�D�O�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D�����E�D�N�W�H�U�L�M�D�����N�Y�D�V�F�D�����E�L�O�M�D�N�D���L���Y�L�U�X�V�D����Naziv su dobili prema proteinima 

u kojima su otkriveni: Protein post-�V�L�Q�D�S�W�L�þ�N�H�� �J�X�V�W�R�ü�H�� ��eng. Post synaptic density protein, PSD95), 

veliki tumorski supresor u Drosophila (eng. Drosophila disc tumor suppressor, Dlg1) i protein zonula 

occludens-1 (eng. Zonula occludens-1 protein, zo-1�����L�O�L���V�N�U�D�ü�H�Q�R���3�'�=�����3�U�R�W�H�L�Q�L���N�R�M�L���V�D�G�U�å�H���3�'�=���G�R�P�H�Q�H��

�S�R�W�S�R�P�D�å�X �V�D�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�X���Y�H�O�L�N�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K���N�R�P�S�O�H�N�V�D���X�Q�X�W�D�U���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���P�H�P�E�U�D�Q�D���L���R�P�R�J�X�ü�X�M�X���Q�M�L�K�R�Y�X��

�S�U�D�Y�L�O�Q�X���U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�����,�]���W�R�J���U�D�]�O�R�J�D���V�H���R�Y�H���G�R�P�H�Q�H���Y�H�å�X���]�D���N�U�D�M�H�Y�H���U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�L�K���G�R�P�H�Q�D�����X���R�Y�R�P���V�O�X�þ�D�M�X����

za kraj citoplazmatske domene proteina NHE3. Proteini koji sadr�å�H���R�Y�H���G�R�P�H�Q�H�����D���X�M�H�G�Q�R���L���U�H�J�X�O�L�U�D�M�X��

protein NHE3 su proteini regulatori Na+/H+ �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�J�� �L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�D�� ���� ���1�+�(�5�)�������� ������ ���� �L�� ����te gen 

PDZK1 koji kodira stvaranje regulatornog faktora Na+/H+ �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�J���L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�D�����1�+�(-RF3).  

Primjer stvaranja proteinskih �N�R�P�S�O�H�N�V�D���X�]���S�R�P�R�ü���3�'�=���G�R�P�H�Q�H��predstavlja i vezanje proteina 

NHE3 za citoskelet stanice. NHE3 se za citoskelet �Y�H�å�H��preko dva �V�H�J�P�H�Q�W�D�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�D�� �X�Q�X�W�D�U��

citoplazmatske domene. Prvi segment, Phe509-Arg529, se preko proteina ezrina �Y�H�å�H���]�D���F�L�W�R�V�N�H�O�H�W�����G�R�N��

se drugi segment, Leu586 do Arg605�����Y�H�å�H���]�D��protein ezrin i citoskelet preko proteina NHERF. 

�'�U�X�J�L���S�R�]�Q�D�W�L���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K���N�R�P�S�O�H�N�V�D���M�H���U�H�J�X�O�D�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(�����S�U�H�N�R���F�L�N�O�L�þ�N�R�J��

�J�Y�D�Q�R�]�L�Q���P�R�Q�R�I�R�V�I�D�W�D�����F�*�0�3�����]�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�ü�L���S�U�R�W�H�L�Q�X���1�+�(�5�)�����L 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 

�D�N�W�L�Y�L�U�D���V�H���L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H���H�Q�]�L�P�D���F�*�.�,�,���N�R�M�L���V�H���S�R�W�R�P���Y�H�å�H���Q�D���G�Y�D���Y�H�]�Q�D���P�M�H�V�W�D�����3�U�Y�R���V�H���Q�D�O�D�]�L���Q�D���D�S�L�N�D�O�Q�R�M��

�P�H�P�E�U�D�Q�L���L���Y�H�å�H���V�H���S�U�R�F�H�V�R�P���P�L�U�L�V�W�R�O�D�F�L�M�H�����D���G�U�X�J�R���M�H���]�D���3�'�=���G�R�P�H�Q�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(�5�)�������9�H�]�D�Q�M�H�P���Q�D��

�W�D���G�Y�D���P�M�H�V�W�D�����H�Q�]�L�P���F�*�.�,�,���V�H���D�N�W�L�Y�L�U�D���L���W�D�G�D���V�W�L�P�X�O�L�U�D���L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H���F�*�0�3�D���L���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(����

(Preuzeto od: Cha i sur. 2005.) 

 

 

Danas je poznato da protein NHE3 postoji kao dio velikih, proteinskih kompleksa koji su 

�G�L�Q�D�P�L�þ�Q�L���L���P�L�M�H�Q�M�D�M�X���V�H���N�D�R���G�L�R���Q�M�H�J�R�Y�H���U�H�J�X�O�D�F�L�M�H�����3�U�R�W�H�L�Q�L���N�R�M�L���V�X���G�L�R���W�L�K���N�R�P�S�O�H�N�V�D���X�N�O�M�X�þ�X�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�H��

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

 

���������������'�X�J�R�U�R�þ�Q�D���U�H�J�X�O�D�F�L�M�D 
 

Studije su pokazale da se regulacije proteina NHE3 odvijaju tijekom nekoliko minuta 

���N�U�D�W�N�R�U�R�þ�Q�D����do nekoliko sati ���G�X�J�R�U�R�þ�Q�D�����Q�D�N�R�Q���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H����A�N�X�W�Q�D���L�O�L���N�U�D�W�N�R�U�R�þ�Q�D���U�H�J�X�O�D�F�L�M�D��

je ubrzana i reverzibilna �L���þ�H�V�W�R���X�N�O�M�X�þ�X�M�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�L�����N�U�H�W�D�Q�M�X���L���G�L�Q�D�P�L�þ�N�L�P���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�P�D��

s regulatornim proteinima (He i Yun ���������������� �6�X�S�U�R�W�Q�R�� �W�R�P�H���� �G�X�J�R�U�R�þ�Q�D�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �1�+�(����

�X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�H�� �L�� �W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�H�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�H�� �L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�D����Tvari koji sudjeluju u �G�X�J�R�U�R�þ�Qoj 

regulacij�L�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X��regulatorne faktore poput glukokortikoida, aldosterona���� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�Ne acidoze, 

�N�U�R�Q�L�þ�Qe hiperosmolalnosti i proupalnih citokina (IFN-���� �L�� �7�1�)-�.���� �N�R�M�L�� �V�P�D�Q�M�X�M�X�� �H�N�Vpresiju proteina 

NHE3 (He i Yun 2009.). 
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1.5.2.1. Efekti glukokortikoida 
 

�*�O�X�N�R�N�R�U�W�L�N�R�L�G�L�� �V�W�L�P�X�O�L�U�D�M�X�� �D�S�V�R�U�S�F�L�M�X�� �F�U�L�M�H�Y�Q�H�� �Y�R�G�H�� �L�� �1�D�&�O���� �H�I�H�N�W�� �N�R�M�L�� �V�H�� �G�R�J�D�ÿ�D�� �X�Q�X�W�D�U��

�Q�H�N�R�O�L�N�R�� �V�D�W�L���� �.�R�G�� �S�R�N�X�V�D�� �J�G�M�H�� �V�X�� �]�H�þ�H�Y�L�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�L�� �P�H�W�L�O�S�U�H�G�Q�L�]�R�O�R�Q�R�P�� �X�� �U�D�V�S�R�Q�X�� �R�G�� ������ �G�R�� ������ �V�D�W�D��

pokazu�M�X�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H��gena NHE3 za 100% dok oni tretirani aminoglutetimidom pokazuju 

smanjenje ekspresije za 50%. Pokazano je da metilprednizol �S�R�W�L�þ�H �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���J�O�D�V�Q�L�þ�N�H���5�1�$�����P�5�1�$����

za NHE3 4-6 puta. Ovaj �V�H�� �X�þ�L�Q�D�N���P�H�W�L�O�S�U�H�G�Q�L�]�R�O�D�� �R�þ�L�W�X�M�H���U�H�J�X�O�D�F�L�M�R�P transkripcije i/ili regulacijom 

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

 

�������������������.�U�R�Q�L�þ�Q�D���D�F�L�G�R�]�D���L���L�]�P�M�H�Q�D���1�D+/H+ 
 

�.�U�R�Q�L�þ�Q�D���D�F�L�G�R�]�D���M�H���V�W�D�Q�M�H���X���N�R�M�H�P���V�H���R�G�Y�L�M�D���S�R�Y�H�ü�D�Q�D���L�]�P�M�H�Q�D���L�R�Q�D���1�D+ za ion H+ unutar epitela 

�S�U�R�N�V�L�P�D�O�Q�L�K�� �N�D�Q�D�O�L�ü�D���� �6�W�X�G�L�M�H��su pokazale da �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D�� �L�� �U�H�V�S�L�U�D�W�R�U�Q�D�� �D�F�L�Goza u stanicama 

�S�U�R�N�V�L�P�D�O�Q�L�K�� �N�D�Q�D�O�L�ü�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �1�+�(���� �S�D�U�D�O�H�O�Q�R�� �V�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �Q�M�H�J�R�Y�H��

�P�5�1�$�����0�R�H���L���V�X�U���������������������2�Y�D�N�D�Y���R�G�J�R�Y�R�U���Q�D���D�F�L�G�R�]�X���Q�L�M�H���W�U�H�Q�X�W�D�þ�D�Q���L���U�H�J�X�O�L�U�D�Q���M�H���Q�D���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�R�M��

�L���L�O�L�� �S�R�V�W�W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�R�M�� �U�D�]�L�Q�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�Hm koncentracije mRNA transkripcije, njezine stabilnosti ili 

�E�R�O�M�L�P���S�U�H�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�P���X���S�U�R�W�H�L�Q. M�H�K�D�Q�L�]�D�P���N�R�M�L���S�R�V�U�H�G�X�M�H���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�X���N�R�O�L�þ�L�Q�H���P�5�1�$���N�D�R���R�G�J�R�Y�R�U���Q�D��

acidozu �X�N�O�M�X�þ�X�M�H���L���H�Q�]�L�P��protein kinazu C (Donowitz, M. i sur. 1996.). 

 

1.6. �9�D�å�Q�R�V�W��regulacijske pod�G�R�P�H�Q�H���V�P�M�H�ã�W�H�Q�H���L�]�P�H�ÿ�X��Leu586 �± Arg609 
 

�9�H�ü�� �M�H�� �X�V�W�D�Q�R�Y�O�M�H�Q�R�� �N�D�N�R 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.). S�H�U�L�M�R�P�� �W�R�þ�N�D�V�W�L�K�� �P�X�W�D�F�L�M�D���� �R�W�N�U�L�Y�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�� �V�O�L�M�H�G��

Leu586-Arg605 ima �Y�D�å�Q�X��ulogu u regulaciji aktivnosti �1�+�(������ �6�W�L�P�X�O�D�F�L�M�V�N�L�� �L�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�V�N�L�� �X�þ�L�Q�F�L��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���V�H���G�L�M�H�O�R�P���R�V�W�Y�D�U�X�M�X���L���S�X�W�H�P���Q�M�L�K�R�Y�D���Y�H�]�D�Q�M�D���Q�D���S�R�G�G�R�P�H�Q�X��Leu586-Arg605. Tako 

�V�H���Q�D���R�Y�X���S�R�G�G�R�P�H�Q�X���Y�H�å�X��kalmodulin (CaM), enzim kalmodulin kinaza II (CaM K II ), kazein kinaza 

II (CK II), fosfolipaza C (PLC�J) i proteini NHERF1 i 2 (Donowitz i sur. 1982.). 

Protein CaM i enzim CaM K II  su prisutni u epitelu crijeva i proksima�O�Q�L�K���N�D�Q�D�O�L�ü�D��i sudjeluju 

u regulaciji neutralne NaCl apsorpcije. �%�D�]�L�þ�Q�D�� �Dktivnost proteina NHE3 je inhibirana ovim 

regulatorima, �D�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�H�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H��unutar aminokiselinskog slijeda 

Leu586-Arg605 (�ä�L�å�D�N i sur. 2003.).  �8�þ�L�Q�F�L��kalmodulina i CaM KII na NHE3 odvijaju se u prisutnosti 

iona Ca2+ (Cohen i sur. 1990.). 
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Regulaciju NHE3 posreduju i veliki proteinski kompleksi koji se preko proteina s PDZ 

domenama �Y�H�å�X��na protein NHE3���� �9�D�å�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �V�� �3�'�=�� �G�R�P�H�Q�R�P�� �N�R�M�L�� �V�X�G�M�H�O�M�X�M�X�� �X�� �V�W�Y�D�Uanjeu 

�S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K���N�R�P�S�O�H�N�V�D���D���L�V�W�R�G�R�E�Q�R���V�H���Y�H�å�X���Q�D���1�+�(�����V�X���1�+�(�5�)�����L���1�+�(�5�)�������2�Q�L���V�H���Y�H�å�X���]�D���1�+�(����

unutar segmenta Leu586-Arg605 i posreduju u inhibiciji �E�D�]�L�þ�Q�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���S�U�R�W�H�L�Q�D�� �1�+�(���� �W�D�N�R�� �ã�W�R��

�D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�H���S�U�R�W�H�L�Q�H����Yun i sur. 1995.). 

�-�H�G�D�Q���R�G���P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H���X�N�O�M�X�þ�X�M�H��regulacijske proteine NHERF1 ili NHERF2 koji se s 

jedne strane �Y�H�åu na segment Leu586-Arg609, a sa druge na protein ezrin. Protein ezrin potom aktivira 

�F�$�0�3�� �L�� �W�R�� �]�D�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�X�� �L�P�D�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�H�� �L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�M�H�� �H�Q�]�L�P�D��protein kinaze A (PKA). Enzim tada 

fosforilira i inhibira protein NHE3 (�ä�L�å�D�N���L���V�X�U��������������). S druge strane, regulacijski proteini NHERF1 ili 

NHERF2 posreduju u aktivaciji protein kinaze A (PKA) koja potom fosforilira i inhibira protein NHE3 

(�ä�L�å�D�N���L���V�X�U��������99.)�����1�+�(�5�)�����L���1�+�(�5�)�����V�H���V���M�H�G�Q�H���V�W�U�D�Q�H���Y�H�å�X��na segment Leu586-Arg605, a sa druge 

na protein ezrin. Protein ezrin potom aktivira cAMP �ã�W�R���]�D�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�X�� �L�P�D�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�H�� �L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�M�H��

enzima PKA.  

Nedavne su studije pokazale da cGMP i enzim cGKII �Q�D���V�O�L�þ�D�Q���Q�D�þ�L�Q���S�U�H�N�R��proteina NHERF2 

�V�X�G�M�H�O�X�M�X���X���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�L���E�D�]�L�þ�Q�H���I�X�Q�N�F�L�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(�������6�O�L�N�D��������. 

�'�R�V�D�G�D�ã�Q�M�H���V�W�X�G�L�M�H�����S�U�H�P�D���W�R�P�H�����S�R�N�D�]�X�M�X���G�D���Dminokiselinski slijed Leu586-Arg609 posjeduje 

�Y�H�]�Q�D���P�M�H�V�W�D���N�R�M�D���V�O�X�å�H���]�D���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�X���E�D�]�L�þ�Q�H��aktivnosti proteina NHE3 te time sudjeluje �X���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X��

�S�U�D�Y�L�O�Q�H���K�R�P�H�R�V�W�D�]�H���R�U�J�D�Q�L�]�P�D���L���V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�Q�M�X���S�U�H�Y�H�O�L�N�R�J���J�X�E�L�W�N�D���Y�R�G�H���W�L�M�H�N�R�P���S�U�R�F�H�V�D���S�U�R�E�D�Y�H�� 

 

�����������&�L�O�M�H�Y�L���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� 
 

Aminokiselinski slijed Leu586-Arg609 je segment proteina NHE3 za koji �V�H�� �Y�H�å�X�� �E�U�R�M�Q�L��

regulatori, poput kalmodulina, enzima kalmodulin kinaze II , kazein kinaze II  i proteina NHERF1 i 2. 

�0�H�K�D�Q�L�]�D�P���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���R�Y�L�K���U�H�J�X�O�D�W�R�U�D���Q�D���1�+�(�����M�R�ã���X�Y�L�M�H�N���Q�L�M�H���U�D�]�M�D�ã�Q�M�H�Q�����,�]�P�H�ÿ�X���R�V�W�D�O�R�J�����Q�H�S�R�]�Q�D�W�R��

�M�H���G�M�H�O�X�M�X���O�L���R�Q�L���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���S�U�H�N�R���V�H�J�P�H�Q�W�D��Leu586-Arg609 i je li vezanje �]�D���R�Y�D�M���V�H�J�P�H�Q�W���N�O�M�X�þ�D�Q���]�D��

njihovo djelovanje. Kako bi dobili odgovore na ova pitanja potrebno je segment Leu586-Arg609 �L�V�M�H�ü�L��

�L�]���1�+�(�����L���]�D�W�L�P���Y�L�G�M�H�W�L���K�R�ü�H���O�L���V�H���L�]�J�X�E�L�W�L���X�þ�L�Q�D�N���U�H�J�X�O�D�W�R�U�D�� 

�6�W�R�J�D�� �M�H�� �F�L�O�M�� �R�Y�R�J�� �U�D�G�D�� �L�V�M�H�ü�L�� �V�H�J�P�H�Q�W��Leu586-Arg609 iz proteina N�+�(���� �L�� �S�U�R�Y�M�H�U�L�W�L�� �K�R�ü�H�� �O�L��

navedena delecija u NHE3, u stanicama fibroblasta���� �X�W�M�H�F�D�W�L�� �Q�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �L�� �E�D�]�L�þ�Q�X�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�R�V�W��

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

2.1.1. Kemikalije 
 

�������������������3�R�þetnice 

�ƒ A (pozitivna) CTGGTGACGCGCTTCACC 

�ƒ B (negativna) CTCTGCGTCGTAGGAGACGGAGGCCTC 

�ƒ C (pozitivna) GAGGCCTCCGTCTCCTACGACGCAGAGGACGTCATC    

�ƒ D (negativna) GTCGGAGGTCGTGTCCTT 

�ƒ T (negativna) GCTGCGCCGCCGCTG 

 

2.1.1.2. Enzimi 

�ƒ Enzim T4 ligaza  

�ƒ Restrikcijska endonukleaza BbrPI (PmaCI) (Roche) 

�ƒ Enzim fosfataza (Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP) (Fermentas) 

�ƒ Enzim Taq DNA polimeraza, (TaKaRa) 

�ƒ Restrikcijska endonukleaza HindIII  (Promega) 

�ƒ Restrikcijska endonukleaza KpnI (Promega) 

 

2.1.1.3. Puferi 

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

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

�ƒ �3�X�I�H�U���]�D���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H���X�]�R�U�D�N�D���Q�D���D�J�D�U�R�]�Q�L���J�H�O�������[���6�D�P�S�O�H���O�R�D�G�L�Q�J���G�\�H�������%�L�R�5�D�G�� 

�ƒ DNA marker �H�[�$�&�7�*�H�Q�H�Œ���'�1�$�� �/�D�G�G�H�U�V�� ���� �N�E s fragmentima molekularne mase 300, 500, 

700, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 pb 

�ƒ HBSS pufer (Hank's Balanced Salt Solution) bez kalcija i magnezija (Gibco �± Invitrogen 

Cat.N#14170-088) 

�ƒ TMA pufer (TMA-Cl 1.3 M, KCl 50 mM, CaCL2 20 mM, MgSO4 10 mM, HEPES 200 mM, 

TMA-OH 80 mM) 

Za pojedine enzi�P�H���L���Q�M�L�K�R�Y�H���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�H���N�R�U�L�V�W�L�O�D���V�D�P���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���S�X�I�H�U�H���S�U�H�P�D���S�U�H�S�R�U�X�F�L��

�S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� 

�ƒ Pufer za Taq polimerazu (Takara) 

�ƒ Pufer za T4 DNA ligazu (Roche) 

�ƒ �1�(�%���S�X�I�H�U�������M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q���]�D���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�X��HindIII i KpnI restrikcijske enzime 
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2.1.1.4. Komercijalni kompleti 

�ƒ Za izolaciju DNA fragmenata iz agaroznog gela koristila sam komercijalni komplet QIAquick 

Gel Extraction Kit (Qiagen)  

�ƒ Za izolaciju plazmidne DNA koristila sam komercijalne komplete QIAprep Spin Mini-prep 

Kit (Qiagen) i QIAprep Spin Midi-prep Kit (Qiagen) 

 

2.1.1.5. Reagensi 

�ƒ Deoksinukleotid trifosfat dNTP, (2.5 mM) 

�ƒ Agaroza UltraPureAgarose (Invitrogen) 

�ƒ Boja za prikaz nukleinskih kiselina u gelu (GelStar Nucleic Acid Gel Stain 10000X, Lonza) 

�ƒ LipofectamineTM 2000 (Invitrogen) 

�ƒ Antibiotik ampicilin (stock koncentracija 100 mg/ml) 

�ƒ Antibiotik Geneticin (G418 sulfate) (koncentracija 400 µg/ml) (Gibco-Invitrogen) 

�ƒ bakto-tripton (Difco) 

�ƒ Deionizirana voda 

�ƒ HBSS pufer (8 g NaCl, 0.4 g KCl, 0.14 g CaCl2, 0.01 g MgSO4x7H2O, 0.01 g MgCl2x6H2O, 

0.06 g Na2HPO4x2H2O, 0.06 g KH2PO4, 1 g glukoza) 

�ƒ 1x TMA pufer (1.3 M TMA-Cl, 50 mM KCl, 20 mM CaCL2, 10 mM MgSO4, 200 mM HEPES, 

80 mM TMA-OH) 

 

2.1.1.6. Plazmidni vektor 

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

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

�M�H���S�O�D�]�P�L�G���V���Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�L�P���P�M�H�V�W�R�P���]�D���N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�H���X�Q�X�W�D�U���N�R�M�H�J���M�H���L�]�P�H�ÿ�X���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�K���P�M�H�V�W�D���]�D���H�Q�]�L�P�H��

HindIII i XbaI uklonirana sekvenca za NHE3 (pcDNA/NHE3).  

�1�+�(�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���X���R�Y�R�P���U�D�G�X���M�H unutar svoje sekvence imao �X�J�U�D�ÿ�H�Q�X sekvencu za biljeg HA 

koji se koristio za �S�R�W�U�H�E�H���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H���G�H�W�H�N�F�L�M�H��(enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). U gen 

NHE3 �V�X�����L�]�P�H�ÿ�X���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���N�R�M�L���N�R�G�L�U�D�M�X��aminokiseline Glu37-Ile38, �X�J�U�D�ÿ�H�Q�H 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 �]�E�R�J���þ�H�J�D���V�X���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Qi kraticom protein HA-NHE3 odnosno sekvenca 

HA-NHE3.  
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2.1.2. Programi 

�ƒ NEB Tm Calculator (BioLabs) (http://tmcalculator.neb.com/#!/ ) 

�ƒ NEB Ligation Calculator (http://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation ) 

2.1.3. Stanice 

�ƒ �6�W�D�Q�L�F�H���I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�D���O�L�Q�L�M�H���3�6���������X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�P���P�H�G�L�M�X�����3�6���������M�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�D���O�L�Q�L�M�D���G�R�E�L�Y�H�Q�D���L�]��

�I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�D���S�O�X�ü�D���O�L�Q�L�M�H���&�&�/�������N�L�Q�H�V�N�R�J���K�U�þ�N�D�� 

�ƒ Bakterije Escherichia coli soja One Shot® TOP10 Chemically Competent Cells (Invitrogen) 

�ƒ Bakterije Escherichia coli soja DH5�D 

 

2.1.4. Hranjive podloge 

Za kulturu stanica koristila sam: 

�x DMEM medij (Dulbecco's Modified Eagle Medium) s dodatkom 25 mM NaHCO3, 10 mM 

HEPES, 50 U/ml penicilina, 50 g/ml streptomicina, 400 µg/ml G418 (Neomycin) i 10% fetalnog 

seruma (Gibco Invitrogen Corporation) 

�=�D���X�P�Q�D�å�D�Q�M�H���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�L�K���E�D�N�W�H�U�L�M�D�����(�����F�R�O�L�����N�R�U�L�V�W�L�O�D���V�D�P�� 

�ƒ LB hranjivi medij (Lurija-Bertani) sastava 10 g/l NaCl, 5 g/l bakto-�N�Y�D�ã�þ�H�Y���H�N�V�W�U�D�N�W���L���������J���O��

baktotripton (Difco Laboratories) 

�x SOC medij sastava 2% tripton, 0.5% bakto-�N�Y�D�ã�þ�H�Y���H�N�V�W�U�D�N�W����10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 

mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glukoza (Invitrogen)  

Za selekciju transformiranih bakterija koristila sam: 

�ƒ LB hranjivu krutu podlogu (Lurija-Bertani medij) sastava 10 g/l NaCl, 5 g/l bakto-�N�Y�D�ã�þ�H�Y��

ekstrakt, 10 g/l baktotripton i 15 g/l baktoagara s dodatkom ampicilina do koncentracije od 

100 µg/ml (Difco Laboratories) 

Za transfekciju koristila sam: 

�x 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) 

 

  

http://tmcalculator.neb.com/#!/
http://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation
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2.1.5. Oprema 

�ƒ �3�&�5���X�U�H�ÿ�D�M���������������7�K�H�U�P�D�O���&�\�F�O�H�U�����$�S�S�O�L�H�G���%�L�R�V�\�V�W�H�P�V�� 

�ƒ epruvete (Eppendorf  0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml i 1 ml) 

�ƒ epruvete (Falcon, 14, 15 i 50 ml) 

�ƒ �0�M�H�ã�D�Oica (vorteks, Fisher Scientific) 

�ƒ Mini centrifuga (Fisher Scientific) 

�ƒ �8�U�H�ÿ�D�M�� �]�D�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X�� �V�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�R�P�� �N�D�G�L�F�R�P���� �þ�H�ã�O�M�L�ü�H�P�� �]�D�� �L�]�U�D�G�X���M�D�å�L�F�D i izvorom 

istosmjerne struje (PowerPac 200, BioRad) 

�ƒ Blok za zagrijavanje (Digital heatblock, VWR) 

�ƒ Inkubator (Isotemp Incubator, Fisher Scientific) 

�ƒ Centrifuga (Centrifuge 5415D, Eppendorf) 

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

�ƒ �3�L�S�H�W�R�U�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Y�R�O�X�P�H�Q�D�����*�L�O�V�R�Q�� 

�ƒ �1�D�V�W�D�Y�F�L���]�D���D�X�W�R�P�D�W�V�N�H���S�L�S�H�W�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Y�R�O�X�P�H�Q�D�����7�K�H�U�P�R���6�F�L�H�Q�W�L�Iic) 

�ƒ Vakum sisaljka (Maxima dry, FisherScientific) 

�ƒ Termostatirana rotacijska tresilica (MaxQMini 4000, Barnstead Lab-Line) 

�ƒ �0�D�J�Q�H�W�Q�D���P�M�H�ã�D�O�L�F�D�����)�L�V�K�H�U���6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�� 

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

�ƒ Vaga (APX-402, Denver Instrument) 

�ƒ UV-transiluminator (lampa s ultra-�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�L�P���V�Y�L�M�H�W�O�R�P�������8�9���O�D�P�S�D�� 

�ƒ Invertni mikroskop (Axiovert 25, Zeiss) 

�ƒ Inkubator (Heracell 150, Heraeus) 

�ƒ Sterilna komora (Heraeus) 

�ƒ �8�U�H�ÿ�D�M���]�D���V�W�H�U�L�O�L�]�D�F�L�M�X�����$�X�W�R�N�O�D�Y�����.�D�P�E�L�þ�� 

�ƒ NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) 
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2.2. Metode 
 

2.2.1. Strategija kloniranja cDNA NHE3 s delecijom  
 

�=�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�����Q�M�L�K�R�Y�R���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���W�H���Q�D�N�Q�D�G�Q�X���S�U�R�Y�M�H�U�X���X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�L���X��

stvaranju mutiranog plazmida s delecijom �G�L�]�D�M�Q�L�U�D�O�D���V�D�P���S�H�W���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D��(Slika 7.).  

 

 

Slika 7. Strategija kloniranja s delecijom. (a) shematski je prikazana sekvenca NHE3 i pozicije 
�G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�L�K���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$�����%�����&, D i T. (b) �I�U�D�J�P�H�Q�W�L���$�%���L���&�'���N�R�M�L���Q�D�V�W�D�M�X���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$���L��
B odnosno C i D. Preklopni nastavci se nalaze na kraju fragmenta AB (zelene isprekidane linije) i na 
�S�R�þ�H�W�N�X���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���&�'�����S�X�Q�H���S�O�D�Y�H���O�L�Q�L�M�H������(c) povezivanje lanca fragmenta AB s lancem fragmenta 
�&�'���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�L�P���V�S�D�U�L�Y�D�Q�M�H�P���U�H�S�D���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���$�%���V���S�R�þ�H�W�Q�R�P���V�H�N�Y�H�Q�F�R�P���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���&�'���W�H���U�H�S�D��
�I�U�D�J�P�H�Q�W�D�� �&�'�� �V�D�� �]�D�Y�U�ã�Q�R�P�� �V�H�N�Y�H�Q�F�R�P�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D�� �$�%�� Nakon povezivanja fragmenata preko 
�S�U�H�N�O�R�S�Q�L�K�� �Q�D�V�W�D�Y�D�N�D�� �Y�H�å�H�� �V�H�� �'�1�$�� �S�R�O�L�P�H�U�D�]�D�� �L�� �V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�H�� �O�D�Q�F�H�� �þ�L�P�H�� �V�H�� �V�W�Y�D�U�D��
�I�U�D�J�P�H�Q�W�� �$�'�� ���G���� �X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�H�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D�� �$�'�� ���H����sekvence dizajniranih pozitivnih i negativnih 
�R�O�L�J�R�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�K���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� 
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U izr�D�G�L�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �S�D�]�L�O�D�� �V�D�P�� �G�D�� �R�Q�H�� �E�X�G�X�� �G�R�Y�R�O�M�Q�R�� �G�X�J�H�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �L�]�E�M�H�J�O�R�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R��

�Y�H�]�D�Q�M�H���Q�D���G�U�X�J�R�����Q�H�å�H�O�M�H�Q�R�����P�M�H�V�W�R���Q�D���'�1�$���V�H�N�Y�H�Q�F�L�����3�U�Y�H���G�Y�L�M�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�����S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$���L���%�����G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�H��

su za stvaranje fragmenta AB koji se nalazi neposredno ispred sekvence NHE3 koju sam postupkom 

delecije �å�H�O�M�H�O�D��ukloniti�����6�H�N�Y�H�Q�F�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���$�����S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���L�O�L��sense �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����V�H���V�D���V�Y�R�M�L�K���������Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D��

komplementarno sparuje sa sekvencom NHE3 �N�R�M�D�� �S�R�þ�L�Q�M�H�� �V�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�R�P�� �� �/�H�X���������� �6�H�N�Y�H�Q�F�D��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���%�����Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���L�O�L��antisense �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����V�H���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�R���V�S�D�U�X�M�H���V�D���V�H�N�Y�H�Q�F�R�P��NHE3 koja 

prethodi mjestu delecije (Slika 7.a.). �2�E�M�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���V�X���Gug�H���������S�D�U�R�Y�D���E�D�]�D�����V���W�L�P���G�D���V�D�P���S�R�þ�H�W�Q�L�F�L���%��

�G�R�G�D�O�D�� �M�R�ã�� �L�� �S�U�H�N�O�R�S�Q�L�� �Q�D�V�W�D�Y�D�N�� ���U�H�S�� �G�X�J�� ���� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���� �þ�L�M�D�� �V�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�R�� �V�Saruje sa 

sekvencom NHE3 neposredno iza mjesta delecije (Asp610-Glu612). Sl�M�H�G�H�ü�H���G�Y�L�M�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�����S�R�þ�H�W�Q�L�F�D��

C i D, dizajnirane su za stvaranje fragmenta CD koji se nastavlja neposredno iza delecije. Sekvenca 

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �&�� ���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�R se sparuje sa sekvencom NHE3 koja slijedi 

�Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���Q�D�N�R�Q���G�H�O�H�F�L�M�H�����6�H�N�Y�H�Q�F�D���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���'���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�R���V�H���V�S�D�U�X�M�H���V�D���V�H�N�Y�H�Q�F�R�P��

NHE3 �N�R�M�D���]�D�S�R�þ�L�Q�M�H���V�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�R�P���$�V�S������ (Slika 7.a.). �3�R�þ�H�W�Q�L�F�H���&���L���'���G�X�J�H���V�X���������S�D�U�R�Y�D���E�D�]�D���V��

�W�L�P�� �G�D�� �V�D�P�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�L�� �&�� �G�R�G�D�O�D�� �S�U�H�N�O�R�S�Q�L�� �Q�D�V�W�D�Y�D�N�� ���U�H�S�� �G�X�J�� ������ �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���� �þ�L�M�D�� �V�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D��

komplementarno sparuje sa sekvencom NHE3 koja neposredno prethodi mjestu delecije. Prema tome, 

�V�H�N�Y�H�Q�F�D���S�U�H�N�O�R�S�Q�R�J���Q�D�V�W�D�Y�N�D���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���%���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�R���V�H���V�S�D�U�L�Y�D�O�D���V�D���V�H�N�Y�Hncom koja 

kodira aminokiseline Asp610-�*�O�X���������� �G�R�N�� �V�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�� �S�U�H�N�O�R�S�Q�R�J�� �Q�D�V�W�D�Y�N�D�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �&��

komplementarno sparivala sa sekvencom koja kodira aminokiseline Glu580-Tyr585. Dizajniranje 

�U�H�S�R�Y�D�� �Q�D�� �S�R�þ�H�W�N�X�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �%�� �L�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �&�� �E�L�O�R�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �U�D�G�L�� �S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�D��

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.). 

�3�U�L���L�]�E�R�U�X���S�R�]�L�F�L�M�D���]�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���$���L���'���S�D�]�L�O�D���V�D�P���G�D���V�H���X�Q�X�W�D�U���R�E�D���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���Q�D�O�D�]�H���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�D��

mjesta koja �ü�X kasnije koristiti �N�D�N�R���E�L�K���X�]���S�R�P�R�ü���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�K���H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�D���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L���V�H�J�P�H�Q�W���X��

sekvenci NHE3 zamijenila mutiranim fragmentom. 

�3�R�U�H�G�� �R�Y�H�� �þ�H�W�L�U�L�� �J�O�D�Y�Q�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���� �G�L�]�D�M�Q�L�U�D�O�D�� �V�D�P�� �M�R�ã�� �M�H�G�Q�X�� �W�H�V�W�Q�X�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�X���� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�X��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�X���7�����þ�L�M�D���V�H���V�H�N�Y�H�Q�F�D���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�R���V�S�D�U�X�M�H���V�D���V�H�N�Y�H�Q�F�R�P���N�R�M�D���N�R�G�L�U�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���*�O�X������-

�6�H�U���������� �3�R�þ�H�W�Q�L�F�X�� �7���� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�R�]�L�F�L�R�Q�L�U�D�Q�D�� �Xnutar segmenta kojeg sam planirala izbaciti iz NHE3, 

�N�R�U�L�V�W�L�O�D���V�D�P���X���V�Y�U�K�X���S�U�R�Y�M�H�U�H���X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�L���S�R�V�W�X�S�N�D���G�H�O�H�F�L�M�H (Slika 7.a.). 

�3�U�L�� �N�R�Q�V�W�U�X�N�F�L�M�L�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����S�D�]�L�O�D���V�D�P�� �G�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H��������-18 pb) i preklopni nastavci (9-18 pb) 

budu dovoljno dugi kako bi se �O�D�N�ãe povezivali ���� �1�D�V�W�R�M�D�O�D�� �V�D�P�� �L�]�U�D�G�L�W�L�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �þ�L�M�H�� �E�L�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H��

�V�S�D�M�D�Q�M�D���E�L�O�H���S�U�L�E�O�L�å�Q�R���M�H�G�Q�D�N�H���W�H���G�D���Q�H�P�D�M�X���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�H���G�L�M�H�O�R�Y�H���N�D�N�R���Q�H���E�L���G�R�ã�O�R���G�R��

�Q�H�å�H�O�M�H�Q�R�J�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�J�� �V�S�D�M�D�Q�M�D���� �=�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H�� �V�S�D�M�D�Q�M�D�� �N�R�U�L�V�W�L�O�D�� �V�D�P�� �1�(�%�� �7�P��

Calculator (BioLabs). 

�'�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H sam dala sintetizirati u Invitrogenu, UK, preko Biosistema. Po primitku 

sam liofilizirane �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H��otopila �S�U�H�P�D���X�S�X�W�D�P�D���S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D i priredila ih za potrebe rezervne zalihe 
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(stock) u koncentraciji od 100 µM u sterilnoj vodi odnosno kao radne pripravke za potrebe pokusa u 

koncentraciji od 10 µ�0�����7�D�N�R���S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�H���U�D�G�Q�H���]�D�O�L�K�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���]�D���3�&�5���U�H�D�N�F�L�M�H�� 

 

2.2.2�����5�H�D�N�F�L�M�H���3�&�5���Q�D���S�U�H�G�O�R�ã�N�X���S�O�D�]�P�L�G�Q�H���'�1�$�� 

Reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR���� �M�H�� �E�U�]�D�� �L�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �P�H�W�R�G�D��

sinteze in vitro �Q�X�N�O�H�L�Q�V�N�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D���N�R�M�R�P���V�H���R�G�D�E�U�D�Q�L���R�G�V�M�H�þ�F�L���'�1�$�����J�H�Q�L���L�O�L���G�L�M�H�O�R�Y�L���J�H�Q�D�����X�P�Q�D�å�D�M�X��

�X���Y�H�O�L�N�R�P���E�U�R�M�X���N�R�S�L�M�D�����.�D�R���S�U�H�G�O�R�å�D�N���]�D���X�P�Q�D�å�D�Q�M�H���N�R�U�L�V�W�L�O�D���V�D�P���S�O�D�]�P�L�G�Q�X���'�1�$����pcDNA 3.1(+) u 

�þ�L�M�H���M�H���Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�R���Pjesto za kloniranje umetnuta cDNA NHE3. 

�5�H�D�N�F�L�M�V�N�D���V�P�M�H�V�D���]�D���3�&�5���U�H�D�N�F�L�M�X�����X�N�X�S�Q�R�J���Y�R�O�X�P�H�Q�D���R�G���������—�O�����V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D���M�H���� 

�x plazmidnu DNA (100 ng) 

�x �S�D�U���R�O�L�J�R�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�K���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�������������Q�J�� 

�x smjesu deoksiribonukleotida dNTP (200 µM svaki)  

�x PCR pufer 

�x Taq DNA polimerazu (2.5 U) 

 

Za amplifikaciju sam koristila Taq DNA polimerazu. �5�H�D�N�F�L�M�X���X�P�Q�D�å�D�Q�M�D���S�U�R�Y�R�G�L�O�D���V�D�P���X���V�W�U�R�M�X��

�]�D���O�D�Q�þ�D�Q�X���U�H�D�N�F�L�M�X���S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P���������������7�K�H�U�P�D�O�&�\�F�O�H�U����Applied Biosystems), a uvjeti pod kojima sam 

provodila reakcije ovisili su o svojstvima regija ko�M�H���V�D�P���X�P�Q�D�å�D�O�D�����8�N�U�D�W�N�R�����Q�D�N�R�Q���G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�H���R�G��������

sekundi na 95 °C�����V�O�L�M�H�G�L�O�R���M�H���S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D����engl. annealing) tijekom 1 minute na temperaturi 

od 55 °C ���R�E�L�þ�Q�R���V�D�P���N�R�U�L�V�W�L�O�D���U�D�V�S�R�Q���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H���L�]�P�H�ÿ�X������-75 °C), i potom sinteza nukleinskog lanca 

na 72 °C.  

�7�U�D�M�D�Q�M�H���V�L�Q�W�H�]�H���R�Y�L�V�L�O�R���M�H���R���Y�H�O�L�þ�L�Q�L���3�&�5���S�U�R�G�X�N�W�D���������P�L�Q�X�W�D���]�D���V�Y�D�N�L�K�������������E�S�������3�U�L���X�P�Q�D�å�D�Q�M�X��

plazmidne DNA �R�þ�H�N�L�Y�D�Qa je pojava �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�Lh 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 

�S�U�H�N�O�R�S�Q�H�� �Q�D�V�W�D�Y�N�H���� �3�U�H�N�O�R�S�Q�L�� �Q�D�V�W�D�Y�F�L�� �V�D�G�U�å�H�� �å�H�O�M�H�Q�X�� �P�X�W�D�F�L�M�X�� �E�L�O�R�� �G�D�� �V�H�� �U�D�G�L�� �R��deleciji  �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J 

segmenta sekvence �'�1�$�� �L�O�L�� �X�E�D�F�L�Y�D�Q�M�X���V�H�J�P�H�Q�W�D�� �X�Q�X�W�D�U���S�R�V�W�R�M�H�ü�H���V�H�N�Y�H�Q�F�H���� �*�H�Q�H�U�L�U�D�M�X�ü�L�� �G�Y�D�� �'�1�$��

fragmenta s preklopnim nastavcima, reakcijom PCR �L�K���M�H���P�R�J�X�ü�H���V�S�R�M�L�W�L���]�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�ü�L���Q�D�V�W�D�Y�F�L�P�D���N�R�M�L��

su komplementarni sekvenci drugog fragmenta. 

Izbacivanje sekve�Q�F�H���R�G���������Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���N�R�M�L���N�O�R�Q�L�U�D�M�X���������D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���]�D�S�R�þ�H�W���M�H���N�R�Q�V�W�U�X�N�F�L�M�R�P��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���]�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���G�Y�D���I�U�D�J�P�H�Q�W�D�����$�%���L���&�'�����N�R�M�L���Q�D���V�Y�R�M�L�P�����
���N�U�D�M�H�Y�L�P�D���V�D�G�U�å�H���S�U�H�N�O�R�S�Q�H���Q�D�V�W�D�Y�N�H��
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�]�D���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�����=�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���S�U�H�N�O�R�S�Q�L�K���Q�D�V�W�D�Y�D�N�D���E�L�O�R���M�H���Q�H�R�S�K�R�G�Q�R �G�L�]�D�M�Q�L�U�D�W�L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H��

�N�R�M�H���ü�H���Q�D���V�Y�R�P�����
���N�U�D�M�X���S�R�V�M�H�G�R�Y�D�W�L���S�U�H�N�O�R�S�Q�X���V�H�N�Y�H�Q�F�X�����=�D���I�U�D�J�P�H�Q�W���$�%���W�R���M�H���E�L�O�D���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D��

�%�����G�R�N���M�H���]�D���I�U�D�J�P�H�Q�W���&�'���W�R���E�L�O�D���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���' (Slika 7.e.)�����3�R�þ�H�W�Q�L���G�L�R���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���%��

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 

�V�O�L�M�H�G�L�O�D���R�G�P�D�K���L�]�D���P�M�H�V�W�D���G�H�O�H�F�L�M�H�����=�D���I�U�D�J�P�H�Q�W���&�'���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���&���M�H���E�L�O�D���R�G�J�R�Y�R�U�Q�D za deleciju. 

�=�D�Y�U�ã�Q�L���G�L�R���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���&���M�H���E�L�R���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�D�Q���V�H�N�Y�H�Q�F�L���N�R�M�D���V�O�L�M�H�G�L�O�D���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���L�]�D���G�H�O�H�F�L�M�H���G�R�N���M�H��

preklopni nastavak posjedovao sekvencu koja je bila komplementarna sekvenci koja je prethodila 

�G�H�O�H�F�L�M�L�����3�R�M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�R�����U�H�S���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���%��bio �M�H���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�D�Q���S�R�þ�H�W�N�X���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���&�'�����G�R�N���M�H���U�H�S��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���&���E�L�R���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�D�Q���N�U�D�M�X���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���$�%�����6�O�L�N�D����.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 �V�Y�H�� �þ�H�W�L�U�L�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� ���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �$���� �%���� �&�� �L�� �'��, 

plazmida pcDNA/HA-NHE3, Taq polimeraze, nu�N�O�H�R�W�L�G�D���L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J�� �S�X�I�H�U�D. 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 
(µl) 

fragment CD 
(µl) 

�‰�}�����š�v�]�������� (10 µM) 1.5  

�‰�}�����š�v�]�������� (10 µM) 1.5  

�‰�}�����š�v�]�������� (10 µM)  1.5  

�‰�}�����š�v�]�������� (10 µM)  1.5  

pcDNA/HA-NHE3 (17 ng/µl) 3 3  

dNTP (2.5 mM) 3  3  
Taq pufer 10x 5  5  

Taq polimeraza (5 U/µl) 1  1  

dH2O 35  35  

Ukupno 50  50  
 

 

 

Tablica 2. Postavke prve reakcije PCR  
 

Korak I Korak II (30 ciklusa) Korak III 
95 oC 94oC 55oC 72oC 72 oC 

�í�[ 1' 1' 2' �ó�[ 
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Druga reakcija PCR je provedena u prisutnosti fragmenata AB i CD, Taq polimeraze, nukleotida 

�L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J���S�X�I�H�U�D�����D���X���R�G�V�X�W�Q�R�V�W�L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� Tijekom ove reakcije PCR lanci DNA molekula se pri 

visokoj temperaturi (95 o�&���� �U�D�]�G�Y�R�M�H�� �L�� �]�D�W�L�P�� �V�H�� �S�U�L�� �V�Q�L�å�H�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� ������ o�&���� �G�R�J�D�ÿ�D�� �S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H��

preklopnih nastavaka lanaca dvaju fragmenata. Tako se preko preklopnih nastavaka lanac fragmenta AB 

�S�R�Y�H�å�H�� �V�� �O�D�Q�F�H�P�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D�� �&�'�� ���6�O�L�N�D��7.c.). Nakon povezivanja lanaca dvaju fragmenata dolazi do 

elongacij�H�� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �V�H���'�1�$�� �S�R�O�L�P�H�U�D�]�D�� �Y�H�å�H�� �Q�D�� �N�U�D�M�H�Y�H��povezanih preklopnih lanaca i sintetizira 

komplementaran lanac na kalupu povezanog lanca (Slika 7.c.). �1�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q��od dva fragmenta nastaje 

novi mutirani fragment AD. �6�� �R�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �V�D�P�� �X�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�R�M�� �V�P�M�H�V�L�� �L�P�D�O�D�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X��

�U�D�V�S�R�O�R�å�L�Y�L�K�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �$�%�� �L�� �&�'�� �E�U�R�M�� �F�L�N�O�X�V�D�� �M�H�� �V�P�D�Q�M�H�Q����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 µl 

fragment AB (38 ng/µl) 5,3  

fragment CD (34 ng/µl) 1,5  

dNTP (2.5 mM) 2,5  

10x Taq pufer 5  

Taq polimeraza (5 U/µl) 0,2  

H2O 35.5  

UKUPNO 50  

 

 

Tablica 4. Postavke reakcije PCR.  
 

Korak I Korak II (12 ciklusa) Korak III 

95 oC 95 oC 72 oC 72 oC 

�í�[ �í�[ �î�[ �ó�[ 
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�0�D�O�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X��mutiranog fragmenta AD, dobivenog u drugoj reakciji PCR, bilo je potrebno 

�X�P�Q�R�å�L�W�L. Nakon izolacije iz gela mutirani fragment AD �M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q���N�D�R���S�U�H�G�O�R�å�D�N���]�D���X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�H u 

�V�O�L�M�H�G�H�ü�R�M��PCR reakciji. U ovoj su reakciji u reakcijsku smjesu pored fragmenta AD �N�D�R���S�U�H�G�O�R�ã�N�D, Taq 

polimeraze���� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�� �L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J�� �S�X�I�H�U�D��dodane i �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H��A i D koje se komplementarno 

sparuju s krajevima mutiranog fragmenata AD (Slika 7.d.). Sastav �W�U�H�ü�H��smjese PCR prikazan je u 

Tablici 5., dok su postavke reakcije PCR prikazane u Tablici 6. 

 

 

Tablica 5. Sastav smjese �W�U�H�ü�H��reakcije PCR.  
 
 

sastav ul 

fragment AD (2 ng/µl) 37 

�‰�}�����š�v�]�������� (10 µM) 1,5 

�‰�}�����š�v�]�������� (10 µM) 1.5 

dNTP (2.5 mM) 3 

10x pufer 5 

Taq DNA polimeraza (5 U/µl) 1 

H2O 38 

UKUPNO 50 

 

 

Tablica 6. Postavke reakcije PCR.  
 

Korak I Korak II (30 ciklusa) Korak III 

95oC 95oC 55oC 72oC 72oC 

�í�[ �í�[ �í�[ �î�[ �ó�[ 
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2.2.4. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu 

�+�R�U�L�]�R�Q�W�D�O�Q�D���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�D���X���D�J�D�U�R�]�Q�R�P���J�H�O�X���M�H���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���P�H�W�R�G�D���N�R�M�R�P���M�H���P�R�J�X�ü�H���U�D�]�G�Y�D�M�Dti 

�P�R�O�H�N�X�O�H�� �'�1�$�� �S�R�G�� �X�W�M�H�F�D�M�H�P�� �L�V�W�R�V�P�M�H�U�Q�R�J�� �H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�R�J�� �S�R�O�M�D���� �1�D�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�� �U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D��

�'�1�$�� �X�W�M�H�þ�X�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�D�� �L�� �N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�D�� �'�1�$���� �M�D�N�R�V�W�� �H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�R�J�� �S�R�O�M�D���� �V�D�V�W�D�Y�� �S�X�I�H�U�D�� �]�D��

elektroforezu te koncentracija agaroze. U ovom sam radu horizontalnu elektroforezu upotrebljavala za: 

a) �S�U�R�Y�M�H�U�X���U�H�]�X�O�W�D�W�D���X�P�Q�D�å�D�Q�M�D���O�D�Q�þ�D�Q�R�P���U�H�D�N�F�L�M�R�P���S�R�O�L�P�H�U�D�]�H 

b) provjeru rezultata cijepanja plazmidne DNA restrikcijskim endonukleazama 

c) izolaciju DNA fragmenata 

�8�N�U�D�W�N�R�����D�J�D�U�R�]�Q�L���J�H�O���V�D�P���L�]�U�D�G�L�O�D���W�D�N�R���ã�W�R���V�D�P���D�J�D�U�R�]�X���S�R�P�L�M�H�ã�D�O�D���V�����[�7�$�(���S�X�I�H�U�R�P��(pH 8,5 

40 mM Tris, 20 mM natrij acetat, 1 mM EDTA) i potom smjesu zagrijavala u mikrovalnoj dok se nije 

�R�W�R�S�L�O�D�� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �G�R�N�� �V�H�� �Q�L�M�H�� �V�W�Y�R�U�L�O�D�� �S�U�R�]�L�U�Q�D�� �L�� �E�L�V�W�U�D�� �R�W�R�S�L�Q�D���� �.�R�O�L�þ�L�Q�D�� �D�J�D�U�R�]�H�� �N�R�M�X�� �V�D�P�� �P�L�M�H�ã�D�O�D�� �V��

1xTAE puferom ovisila je o �S�R�V�W�R�W�N�X���J�H�O�D���N�R�M�L���V�D�P���L�]�U�D�ÿ�L�Y�D�O�D���ã�W�R���M�H���R�Y�L�V�L�O�R���R���Y�H�O�L�þ�L�Q�L��fragmenata DNA 

�N�R�M�H�� �V�D�P�� �K�W�M�H�O�D�� �U�D�]�G�Y�R�M�L�W�L�� �U�D�G�L�� �O�D�N�ã�H�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�H�� �L�� �D�Q�D�O�L�]�H���� �2�W�R�S�O�M�H�Q�X�� �D�J�D�U�R�]�X�� �U�D�V�K�O�D�ÿ�H�Q�X�� �G�R��

temperature pri kojoj sam posudu s agaroznom smjesom mogla primiti u ruku, izlila sa�P���X���Q�R�V�D�þ���J�H�O�D��

�Q�D���N�R�M�L���V�D�P���S�U�H�W�K�R�G�Q�R���S�R�V�W�D�Y�L�O�D���þ�H�ã�D�O�M���]�D���I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H���M�D�å�L�F�D�����3�U�L�M�H���L�]�O�L�M�H�Y�D�Q�M�D���X���N�D�O�X�S�����X���D�J�D�U�R�]�Q�X���V�P�M�H�V�X��

sam dodala boju za gel (Gel Star Nucleic Acid Gel Stain�����X���R�P�M�H�U�X�����������������������5�D�G�L���V�H���R���L�Q�W�H�U�N�D�O�L�U�D�M�X�ü�H�P��

�U�H�D�J�H�Q�V�X���N�R�M�L���V�H���X�J�U�D�ÿ�X�M�H���L�]�P�H�ÿ�X lanca �'�1�$���L���W�L�P�H���R�P�R�J�X�ü�X�M�H���Y�L�]�X�D�O�L�]�D�F�L�M�X���'�1�$���S�R�G���8�9���V�Y�M�H�W�O�R�P���� 

�1�D�N�R�Q���S�R�O�L�P�H�U�L�]�D�F�L�M�H���D�J�D�U�R�]�Q�R�J���J�H�O�D�����Q�R�V�D�þ���J�H�O�D���V�D�P���S�R�O�R�å�L�O�D���X���N�D�G�L�F�X���]�D���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X���L���S�R�W�R�P��

�X�� �N�D�G�L�F�X�� �X�O�L�O�D�� ���[�7�$�(�� �S�X�I�H�U�� �W�D�N�R�� �G�D�� �V�O�R�M�� �S�X�I�H�U�D�� �L�]�Q�D�G�� �J�H�O�D�� �E�X�G�H�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� ���� �P�P���� �,�]�� �J�H�O�D�� �V�D�P�� �S�R�W�R�P��

�L�]�Y�D�G�L�O�D�� �þ�H�ã�D�O�M�� �L�]�D�� �N�R�M�H�J�� �V�X�� �X�� �J�H�O�X�� �R�V�W�D�O�H�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�H�� �M�D�å�L�F�H���� �8�]�R�U�N�H�� �V�D�P���� �S�U�L�M�H�� �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�D�� �X�� �M�D�å�L�F�H��

�D�J�D�U�R�]�Q�R�J���J�H�O�D�����P�L�M�H�ã�D�O�D���V���S�X�I�H�U�R�P���]�D���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H���X�]�R�U�D�N�D����loading dye) u omjeru 10:1. Elektroforezu 

sam provodila pod stalnim naponom od 100 V, a trajanje je o�Y�L�V�L�O�R���R���Y�H�O�L�þ�L�Q�D�P�D��fragmenata DNA koje 

je trebalo analizirati i/ili izolirati.  

�8���V�Y�U�K�X���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�D��fragmenata DNA, na gel sam nanosila biljeg molekulske mase. 

fragmenti �'�1�$���V�X���Q�D�N�R�Q���]�D�Y�U�ã�H�Q�H���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H���Y�L�]�X�D�O�L�]�L�U�D�Q�L���S�R�P�R�ü�X���8�9-transiluminatora i snimljeni 

kamerom. 

2.2.5. Izolacija fragmenata DNA iz agaroznog gela 

 

Izolaciju fragmenata DNA, nastalih reakcijom PCR ili djelovanjem restrikcijskih endonukleaza, 

�L�]�� �D�J�D�U�R�]�Q�R�J�� �J�H�O�D�� �S�U�R�Y�R�G�L�O�D�� �V�D�P�� �X�� �V�Y�U�K�X�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �R�G�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �L�� �R�V�W�D�O�L�K�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K��

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 

�X�S�X�W�D�P�D���S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� 

�8�N�U�D�W�N�R�����Q�D�N�R�Q���ã�W�R���V�D�P��reakcijom �3�&�5���L�O�L���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P���H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�D���G�R�E�L�O�D���å�H�O�M�H�Q�L��fragment 

�'�1�$�����S�R�G���8�9���V�Y�M�H�W�O�R�P���V�D�P���L�]���J�H�O�D���L�]�U�H�]�D�O�D���Q�D�M�P�D�Q�M�L���P�R�J�X�ü�L���N�R�P�D�G�L�ü���J�H�O�D���N�R�M�L���M�H���V�D�G�U�å�D�Y�D�R���å�H�O�M�H�Q�L��
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fragment �'�1�$�����,�]�U�H�]�D�Q�L���N�R�P�D�G�L�ü���J�H�O�D���V�D�P���L�]�Y�D�J�D�O�D���L���S�R�W�R�P���R�W�R�S�L�O�D���X�������Y�R�O�X�P�H�Q�D���S�X�I�H�U�D���]�D���R�W�D�S�D�Q�M�H 

gela. Smjesu sam zatim inkubirala 10 min na 50 °C u svrhu potpunog otapanja agaroznog gela, nakon 

�þ�H�J�D�� �V�D�P�� �X�� �Q�M�X�� �G�R�G�D�O�D�� ���� �Y�R�O�X�P�H�Q�� �L�]�R�S�U�R�S�D�Q�R�O�D�� �L�� �V�Y�H�� �S�U�R�P�L�M�H�ã�D�O�D���� �2�W�R�S�L�Q�X�� �V�D�P�� �X�� �V�O�M�H�G�H�ü�H�P�� �N�R�U�D�N�X��

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 

�Q�H�þ�L�V�W�R�ü�H���L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���V�R�O�L�����,�V�S�L�U�D�Q�M�H���V�D�P���S�U�R�Y�H�O�D���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P�������������O���S�X�I�H�U�D���]�D���L�V�S�L�U�D�Q�M�H���L���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H�P��

kolone ���[�������P�L�Q�X�W�X���Q�D���������������R�N�U�H�W�D�M�D���P�L�Q�����'�U�X�J�L�P���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H�P���V�D�P���V�H���U�L�M�H�ã�L�O�D���]�D�R�V�W�D�O�R�J���H�W�D�Q�R�O�D���X��

�N�R�O�R�Q�L�����6�N�L�G�D�Q�M�H���'�1�$���V���N�R�O�R�Q�H���S�U�R�Y�H�O�D���V�D�P���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P�����������O���H�O�X�F�L�M�V�N�R�J���S�X�I�H�U�D�����������P�0���7�U�L�V-Cl, pH 

�����������X���V�U�H�G�L�ã�Q�M�L���G�L�R���N�R�O�R�Q�H���X���N�R�M�H�P���V�H���Q�D�O�D�]�L���Y�H�]�D�Q�D���'�1�$���Q�D�N�R�Q���þ�Hga sam kolonu centrifugirala ponovno 

���� �P�L�Q�X�W�X�� �Q�D�� ������������ �R�N�U�H�W�D�M�D���P�L�Q���� �.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �L�� �þ�L�V�W�R�ü�D�� �R�W�R�S�O�M�H�Q�H�� �'�1�$�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�O�D�� �V�D�P�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P��

apsorbancije na 260 nm i 280 nm �S�R�P�R�ü�X���X�U�H�ÿ�D�M�D NanoDrop�����1�D�N�R�Q���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���'�1�$��

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 PmaCI, HindIII , KpnI koji 

prepoznaju i cijepaju nukleotidne sekvence (restrikcijska mjesta): 

 

 PmaCI 5'�«�&�$�&̂GT�*�« 3' 
       3'�«�*�7�&̂ CA�&�«5' 
 
 HindIII  5'�« A^AGCTT�« 3' 
       3'�« TTCGA^A�« 5' 
 
 KpnI 5'�«�*�*�7�$�&̂ �&�«3' 
       3'�«�&^�&�$�7�*�*�«5' 
 
 

Djelovanjem enzima PmaCI nastaju DNA fragmenti s tupim krajevima, dok djelovanjem 

enzima HindIII  i KpnI nastaju DNA fragmenti s ljepljivim krajevima. Restrikcijske enzime sam 

koristila: 

a) za pripravljanje plazmida pcDNA/HA-NHE3 �X���N�R�M�L���ü�H���V�H���X�J�U�D�G�L�W�L�����X�N�O�R�Q�L�U�D�W�L�����I�U�D�J�P�H�Q�W���V��

mutiranom sekvencom (umetak),  

b) �]�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�L���X�J�U�D�G�Q�M�H���X�P�H�W�N�D u plazmidni vektor pcDNA/HA-NHE3 

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

2.2.7. Defosforilacija tupih krajeva plazmida tretiranog restrikcijskom endonukleazom PmaCI 
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�.�D�N�R�� �E�L�K�� �V�S�U�L�M�H�þ�L�O�D�� �U�H�F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�X�� �S�O�D�]�P�L�G�D��pcDNA/HA-NHE3, prethodno tretiranog 

endonukleazom PmaCI, plazmid sam podvrgnula postupku defosforilacije. Naime, PmaCI stvara tupe 

�N�U�D�M�H�Y�H���N�R�M�L���V�H���W�L�M�H�N�R�P���O�L�J�D�F�L�M�H���P�R�J�X���V�S�R�M�L�W�L���L���W�L�P�H���R�Q�H�P�R�J�X�ü�L�W�L���X�J�U�D�G�Q�M�X���X�P�H�W�N�D�����'�H�I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�X���V�D�P��

provela s enzimom fosfataza (Shrimp Alkaline Phosphatase, SAP) koja s nukleotida na tupim krajevima 

�R�G�F�M�H�S�O�M�X�M�H���I�R�V�I�D�W�Q�H���V�N�X�S�L�Q�H�����1�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���M�H���V�S�U�L�M�H�þ�H�Q�R���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���R�G�U�H�]�D�Q�L�K���N�U�D�M�H�Y�D���� 

Ukratko: plazmid pocijepan s enzimom PmaCI koji sam u epruveti �S�R�P�L�M�H�ã�D�O�D�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �V��

enzimom fosfataza i prikladnim puferom sam inkubirala na 37 oC kroz 20 min. Nakon toga sam fosfatazu 

inaktivirala dodatnim inkubiranjem na 65 oC tijekom 15 min. 

 

2.2.8. Ugradnja DNA fragmenata u vektorski plazmid postupkom ligacije  

 

Ligacija je postupak koji om�R�J�X�ü�X�M�H���X�J�U�D�G�Q�M�X��fragmenta DNA (umetka) u vektor stvaranjem 

�I�R�V�I�R�G�L�H�V�W�H�U�V�N�L�K�� �Y�H�]�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �Y�H�N�W�R�U�D�� �L�� �X�P�H�W�N�D�� �X�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L�� �H�Q�]�L�P�D��T4 DNA-ligaze. Ligaciju sam 

koristila za ugradnju fragmenta AD tretiranog s PmaCI (umetak) u vektor pcDNA/HA-NHE3. Prije 

�S�U�R�Y�R�ÿ�H�Qja ligacije bilo je neophodno pripremiti umetak i vektor. Njih sam najprije podvrgnula 

djelovanju restrikcijske endonukleaze PmaCI koja vektor i umetak cijepa na dva mjesta, �L�]�P�H�ÿ�X��

nukleotida C840-G841 i C1914-G1915. Prije ligacije umetak i plazmid sam izo�O�L�U�D�O�D�� �L�� �S�U�R�þ�L�V�W�L�O�D���� �D��

�S�O�D�]�P�L�G���V�D�P���G�R�G�D�W�Q�R���G�H�I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�O�D���G�D���E�L�K���W�L�M�H�N�R�P���O�L�J�D�F�L�M�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�O�D���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���R�G�U�H�]�D�Q�L�K��

krajeva vektora.  

Ligaciju sam provela u epruveti u prisutnosti PmaCI tretiranog i defosforiliranog plazmida 

pcDNA/HA-NHE3, fragmenta AD tretiranog s PmaCI (umetak), enzima T4 ligaze �L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J��

pufera u ukupnom volumenu od 20 µ�O���� �6�P�M�H�V�D�� �M�H�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D�� �Y�H�N�W�R�U�� �L�� �X�P�H�W�D�N�� �X�� �R�P�M�H�U�X�� ���������� �=�D��

�L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�Q�M�H���S�R�W�U�H�E�Q�H�� �P�D�V�H���L�� �R�P�M�H�U�D�� �X�� �U�H�D�N�F�L�M�L�� �N�R�U�L�V�W�L�O�D���V�D�P�� �S�U�R�J�U�D�P�� �1�(�%�L�R�&�D�O�F�X�O�D�W�R�U���� �5�H�D�N�F�L�M�V�N�X 

smjesu sam inkubirala na 16 o�&���X���Y�R�G�H�Q�R�M���N�X�S�H�O�M�L�����7�H�U�P�D�U���&�\�G�H�U�����$�S�S�O�L�H�G���%�L�R�V�\�V�W�H�P�V�����S�U�H�N�R���Q�R�ü�L�����1�D��

kraju sam enzim ligazu �X���O�L�J�D�F�L�M�V�N�R�M���V�P�M�H�V�L���G�H�D�N�W�L�Y�L�U�D�O�D���L�Q�N�X�E�L�U�D�M�X�ü�L���V�P�M�H�V�X���Q�D������ oC tijekom 10 min. 
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2.2.9. Stvaranje kompetentnih bakterijskih stanica �(�V�F�K�H�U�L�F�K�L�D���F�R�O�L���V�R�M�D���'�+���.���N�H�P�L�M�V�N�R�P���P�H�W�R�G�R�P�� 

 

Bakterijske stanice Escherichia coli �V�R�M�D���'�+���.���L�Q�R�N�X�O�L�U�D�O�D���V�D�P���X�������P�O���W�H�N�X�ü�H�J���/�%���P�H�G�L�M�D�����E�H�]��

�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D�����L���S�X�V�W�L�O�D���G�D���Q�D�U�D�V�W�X���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���Q�D������ oC uz 225 okretaja/minuti. Sve sam radila u sterilnim 

uvjetima. 

S�O�M�H�G�H�ü�L�� �G�D�Q�� �V�D�P�� �������� �P�O�� �W�H�N�X�ü�H�J�� �P�H�G�L�M�D�� �V�� �Q�D�U�D�V�O�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �S�U�H�Q�L�M�H�O�D�� �X�� �W�L�N�Y�L�F�X�� �V�D�� �������� �P�O��

�W�H�N�X�ü�H�J�� �/�%�� �P�H�G�L�M�D�� �E�H�]�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D�� �L�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�O�D�� �J�D�� ���� �V�D�W�D�� �Q�D�� ���� oC i 225 okretaja/minuti. Tijekom 

�L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���V�D�P���S�R�P�R�ü�X���V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�D na 600 nm�����S�U�R�Y�M�H�U�D�Y�D�O�D���R�S�W�L�þ�N�X �J�X�V�W�R�ü�X�����2�' 600) koja mi je 

�E�L�O�D���R�U�L�M�H�Q�W�L�U���]�D���G�X�O�M�L�Q�X���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����,�G�H�D�O�Q�D���J�X�V�W�R�ü�D���V�W�D�Q�L�F�D���M�H�������������V���W�L�P���G�D���V�X���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����������L�����������L�V�W�R��

�W�D�N�R���S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y�H�����8�N�R�O�L�N�R���M�H���R�S�W�L�þ�N�D���J�X�V�W�R�ü�D���P�D�Q�M�D���R�G�������������R�V�W�D�Y�L�O�D���E�L�K���V�W�D�Q�L�F�H���]�D���G�R�G�D�W�Q�X���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�X�� 

Po 30 ml inkubacijskog medija sa stanicama sam nakon inkubacije prenijela u Corex tube i 

centrifugirala ih 5 min na 4 oC i 5000 okretaja/minuti (3000 g). Uklonila sam supernatant, a talog sam 

resuspendirala u 15 ml (1/2 volumena) hladnog 50 mM CaCl2 i potom suspenziju inkubirala na ledu 30 

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

Nakon centrifugiranja sam izbacila supernatant, a stanice sam resuspendirala u 1/10 volumena 

(3 ml) hladnog 50 mM CaCl2 i resuspendirane stanice sam razdijelila u tubice. U svaku epruvetu sam 

stavila po 100 µl resuspendiranih stanica i pohranila ih na -80 oC. 

 

�����������������7�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�D���E�D�N�W�H�U�L�M�H���(�����F�R�O�L���V�R�M���'�+���.���S�O�D�]�P�L�G�Q�R�P���'�1�$�� 

 

�7�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�X���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�U�R�Y�H�O�D�� �V�D�P�� �P�H�W�R�G�R�P�� �W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J�� �ã�R�Na. Ukratko, 5-10 µl 

�O�L�J�D�F�L�M�V�N�H���V�P�M�H�V�H���S�R�P�L�M�H�ã�D�O�D���V�D�P���V����������µl kompetentnih bakterijskih stanica E. coli �'�+���.�����6�P�M�H�V�X���V�D�P��

�S�R�W�R�P���L�Q�N�X�E�L�U�D�O�D���Q�D���O�H�G�X���������P�L�Q�X�W�D�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�D�P���V�W�D�Q�L�F�H���L�]�O�R�å�L�O�D���W�R�S�O�L�Q�V�N�R�P���ã�R�N�X���S�U�L������ °C kroz 45 

sekundi. Nakon 1 minutnog inkubiranja bakterija na ledu, smjesi stanica sam dodala 600 µ�O�� �W�H�N�X�ü�H�J��

SOC medija i potom smjesu inkubirala jedan sat na 37 �ƒ�&�� �X�]�� �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H���Q�D�� ���������R�N�U�H�W�D�M�D���P�L�Q���� �1�D�N�R�Q��

�L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����S�U�L�E�O�L�å�Q�R����������µl smjese transformiranih stanica sam nasadila na kruti selekcijski LB medij 

���D�J�D�U�����N�R�M�L���V�D�G�U�å�L���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N���D�P�S�L�F�L�O�L�Q���L���R�V�W�D�Y�L�O�D���L�K���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���Q�D������ °C u inkubatoru.  

 

�����������������8�P�Q�D�å�D�Q�M�H���S�O�D�]�P�L�G�Q�H���'�1�$���L���Q�M�H�Q�D���L�]�R�O�D�F�L�M�D���L�]���N�R�P�S�H�W�H�Q�W�Q�L�K���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���S�R�P�R�ü�X��

postupka Mini/Midi prep  

 

Plazmidnu DNA izolirala sam iz transformiranih kompetentnih bakterijskih stanica. Za malu 

�N�R�O�L�þ�L�Q�X���S�O�D�]�P�L�G�Q�H���'�1�$�����E�D�N�W�H�U�L�M�H���V�D�P���L�Q�R�N�X�O�L�U�D�O�D���X�������P�O�����G�R�N���V�D�P���]�D���Y�H�ü�X���N�R�O�L�þ�L�Q�X���S�O�D�]�P�L�G�Q�H���'�1�$����

�E�D�N�W�H�U�L�M�H���L�Q�R�N�X�O�L�U�D�O�D���X���������P�O���W�H�N�X�ü�H�J���/�%���P�H�G�L�M�D���V�D���V�H�O�H�N�F�L�M�V�N�L�P���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�R�P���D�P�S�L�F�L�O�L�Q�R�P���L���S�R�W�R�P���L�K��
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ostavl�M�D�O�D���G�D���U�D�V�W�X���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���Q�D������ °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).  

�8�N�U�D�W�N�R�����L�V�W�D�O�R�å�H�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�H���V�D�P���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�O�D���X���S�X�I�H�U�X���]�D���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q�M�H���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�D�P��

�G�R�G�D�O�D���S�X�I�H�U���]�D���O�L�]�X���V�W�D�Q�L�F�D���L���L�]�P�L�M�H�ã�D�O�D���V�D�G�U�å�D�M���O�D�J�D�Q�L�P���R�N�U�H�W�D�Q�M�H�P���H�S�H�Q�G�R�U�I�L�F�H�����1�D�N�R�Q���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���R�G��

3 minute dodala sam neutralizacijski pufer i s�D�G�U�å�D�M���R�G�P�D�K���L�]�P�L�M�H�ã�D�O�D���O�D�J�D�Q�L�P���R�N�U�H�W�D�Q�M�H�P���H�S�H�Q�G�R�U�I�L�F�H����

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 

�V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W���L�]���H�S�H�Q�G�R�U�I�L�F�H���V�D�P���S�U�H�Q�L�M�H�O�D���Q�D���
�N�R�O�R�Q�H�
���N�R�M�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���Y�H�å�X���S�O�D�]�P�L�G�Q�X���'�1�$�����6�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W��

�X���N�R�M�H�P���V�H���Q�D�O�D�]�L���S�O�D�]�P�L�G�Q�D���'�1�$���S�U�L�O�L�N�R�P���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�D���S�U�R�O�D�]�L���N�U�R�]���
�N�R�O�R�Q�X�
���S�U�L���þ�H�P�X���V�H���S�O�D�]�P�L�G�Q�D��

�'�1�$���Y�H�å�H���]�D���N�R�O�R�Q�X�����1�D���N�U�D�M�X�����N�R�O�R�Q�X���V�D�P���L�V�S�U�D�O�D���G�Y�D���S�X�W�D���R�W�R�S�L�Q�R�P���]�D���L�V�S�L�U�D�Q�M�H���L���S�R�W�R�P���G�R�G�D�O�D�����������O��

elucijskog pufera (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) kojim sam plazmidnu DNA eluirala s membrane kolone. 

�.�R�G�� �S�U�L�P�M�H�Q�H�� �0�L�G�L�� �S�U�H�S�� �N�R�P�S�O�H�W�D�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�X�� �'�1�$�� �V�D�P�� �M�R�ã�� �G�R�G�D�Q�R�� �S�U�R�þ�L�V�W�L�O�D��precipitacijom 

izopropanolom i ispiranjem u 70% etanolu�����.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���S�O�D�]�P�L�G�Q�H���'�1�$���V�D�P���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�O�D���X�U�H�ÿ�D�Mem 

Nanodrop�����,�]�R�O�L�U�D�Q�X���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�X���S�O�D�]�P�L�G�Q�X���'�1�$���V�D�P���S�R�K�U�D�Q�L�O�D���Q�D��-20°C.  

 

2.2.12. Sekvenciranje mutirane plazmidne DNA  

 

Za izradu ovog diplomskog rada sekvencirani su DNA uzorci mutiranih plazmida za koje je 

�U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�P�� �H�Q�]�L�P�L�P�D�� �L�� �3�&�5�� �U�H�D�N�F�L�M�D�P�D�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D�� �G�H�O�H�F�L�M�D�� �L�� �S�U�D�Y�L�O�Q�D�� �R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�D�� �X�P�H�W�N�D�� �X�Q�X�W�D�U��

�P�X�W�L�U�D�Q�R�J�� �S�O�D�]�P�L�G�D���� �=�D�� �X�V�O�X�J�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �0�D�F�U�R�J�H�Q-ov servis za sekvenciranje 

(www.macrogen.com) koji se nalazi u Amsterd�D�P�X���� �1�L�]�R�]�H�P�V�N�D���� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �X�V�O�X�J�D��

''Standard-seq single Regular'�
�����D���]�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���S�U�L�O�L�N�R�P���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�D���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D��

�$���L���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���'���W�H���Q�R�Y�R�G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�������������N�R�M�X���M�H���]�D���S�R�W�U�H�E�H���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�D���]�D���Q�D�V��

izradio Macrogen. 

�8�]�R�U�F�L���V�X���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�L���L�]���R�E�D���V�P�M�H�U�D�����N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���S�R�]�L�W�L�Y�Q�H�����$�����L���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H�����'�����S�R�þ�H�W�Q�L�F�H����

�U�D�G�L���W�R�þ�Q�R�J���þ�L�W�D�Q�M�D���þ�L�W�D�Y�R�J���V�O�L�M�H�G�D�� 

 

2.2.13. Kultura stanica  

 

S�W�D�Q�L�F�H�� �3�6�������� �V�X�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�X�O�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �L�]�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�D�� �S�O�X�ü�D�� �K�U�þ�N�D���� �8�]�J�D�M�D�M�X�� �V�H��u 

uvjetima in vitro �X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U�X���]�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�X���N�X�O�W�X�U�X�����X���D�W�P�R�V�I�H�U�L���R�G���������&�22 i pri temperaturi od 37 °C, u 

�K�U�D�Q�M�L�Y�R�P���P�H�G�L�M�X���'�0�(�0���Q�D�G�R�S�X�Q�M�H�Q�R�P���V�����������I�H�W�D�O�Q�L�P���J�R�Y�H�ÿ�L�P���V�H�U�X�P�R�P�����)�%�6�����R�G���H�Q�J�O�����I�H�W�D�O���E�R�Y�L�Q�H��

�V�H�U�X�P�������6�Y�H���S�R�V�W�X�S�N�H���S�U�L���U�D�G�X���V�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���N�X�O�W�X�U�D�P�D���S�U�Rvodila 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 µg/ml (selekcijski medij). �3�U�H�V�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�H stanica provodila �V�D�P�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R���M�H�G�Q�R�P��

�W�M�H�G�Q�R�� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �N�D�G�� �J�R�G�� �M�H�� �N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�Q�R�V�W�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �Q�D�� �S�R�G�O�R�]�L�� �Q�D�� �N�R�M�R�M�� �U�D�V�W�X�� �E�L�O�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ������- 100%. 

�3�U�H�V�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�H s�W�D�Q�L�F�D���V�D�P���S�U�R�Y�R�G�L�O�D���Q�D���V�O�M�H�G�H�ü�L���Q�D�þ�L�Q�����Q�D�M�S�U�L�M�H���V�D�P���V�W�H�U�L�O�Q�R�P���V�W�D�N�O�H�Q�R�P���S�L�S�H�W�R�P���V�D�P���L�]��

�E�R�þ�L�F�H 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 

�L���V�W�D�Q�L�F�H���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�O�D���S�U�R�Y�O�D�þ�H�Q�M�H�P���N�U�R�]���S�L�S�H�W�X�����1�D���N�U�D�M�X���E�L�K�����R�Y�L�V�Q�R���R���S�R�W�U�H�E�L�����R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L���Y�R�O�X�P�H�Q��

resuspendiranog �P�H�G�L�M�D�� �V�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� ���N�D�S�� �L�O�L�� �Y�H�ü�L�� �Y�R�O�X�P�H�Q���� �S�U�H�Q�L�M�H�O�D�� �X�� �Q�R�Yu �E�R�þ�L�F�X u koju sam 

prethodno dodala 5-8 ml hranjivog medija, a preostale stanice bih bacila. Stanice bih ponovno pohranila 

u inkubator na 37 oC i 5% CO2. 

 

2.2.14. Transfekcija plazmidne DNA u stan�L�þ�Q�X���N�X�O�W�X�U�X���I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�D 

 

�7�U�D�Q�V�I�H�N�F�L�M�D���M�H���S�R�V�W�X�S�D�N���X�Q�R�ã�H�Q�M�D���S�O�D�]�P�L�G�Q�H���'�1�$���X���V�W�D�Q�L�F�H���X���V�Y�U�K�X���L�]�U�D�å�D�Y�D�Q�M�D���L���L�O�L���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� 

�7�U�D�Q�V�I�H�N�F�L�M�X���V�D�P���L�]�Y�R�G�L�O�D���Q�D���V�O�M�H�G�H�ü�L���Q�D�þ�L�Q�����Q�D�V�D�G�L�O�D���V�D�P���3�6���������V�W�D�Q�L�F�H���������V�D�W�D���S�U�L�M�H���S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�D��

po�N�X�V�D�� �X�� �S�O�R�þ�L�F�X�� �V�D�� ���� �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �W�D�N�R�� �G�D�� �V�X�� �Q�D�� �G�D�Q�� �S�R�N�X�V�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �E�L�O�H�� �������� �N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�Q�H���� �3�R�N�X�V�� �V�D�P��

�]�D�S�R�þ�L�Q�M�D�O�D�� �W�D�N�R�� �G�D�� �V�D�P�� �]�D�� �V�Y�D�N�L�� �S�O�D�]�P�L�G�� �N�R�M�L�� �V�D�P�� �S�O�D�Q�L�U�D�O�D�� �W�U�D�Q�V�I�H�F�L�U�D�W�L�� �S�U�L�S�U�H�P�D�O�D�� �G�Y�L�M�H�� �R�W�R�S�L�Q�D�� �X��

tubicama���� �8�� �M�H�G�Q�R�M�� �V�D�P�� �S�R�P�L�M�H�ã�D�O�D���a1 ���J�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �V�� �������� ���O�� �P�H�G�L�M�D�� �E�H�]�� �V�H�U�X�P�D��

���2�S�W�L�0�(�0�� �P�H�G�L�M������ �D�� �X�� �G�U�X�J�R�M�� �V�D�P�� �S�R�P�L�M�H�ã�D�O�D�� ���� �X�O�� �/�L�S�R�I�H�N�W�D�P�L�Q�D�� ���������� �V�� �������� �X�O�� �2�S�W�L�0�(�0�� �P�H�G�L�M�D����

�3�U�L�U�H�ÿ�H�Q�H�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �V�D�P�� �R�V�W�D�Y�L�O�D�� �G�D�� �V�H�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�M�X�� ������ �P�L�Q�� �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� �L�� �]�D�W�L�P�� �V�D�P�� �R�W�R�S�L�Q�H��

�P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �S�R�P�L�M�H�ã�D�O�D�� �L�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�O�D�� �L�K�� �Q�D�U�H�G�Q�L�K�� ������ �P�L�Q�X�W�D���� �8�� �P�H�ÿ�X�Y�U�H�P�H�Q�X�� �V�D�P�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�H�� �X��

�S�O�R�þ�L�F�L���V���E�X�Q�D�U�L�ü�L�P�D���L�V�S�U�D�O�D��dva puta OptiMEM medijem. Stanice sam �L�Q�N�X�E�L�U�D�O�D�������V�D�W�L���V���P�M�H�ã�D�Y�L�Q�R�P��

Lipofectamina i plazmida na 37 oC uz 5% CO2. Nakon inkubacije stanicama sam dodala 3 ml medija 

DMEM �E�H�]���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D���L���R�V�W�D�Y�L�O�D���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L�����,�G�X�ü�H��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 µ�J���P�O�� �ã�W�R�� �M�H���G�Y�R�V�W�U�X�N�R�� �Y�H�ü�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �R�G�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �N�R�M�D�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �]�D��

�Q�R�U�P�D�O�Q�R���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���L���S�D�V�D�å�X��stanica PS120. �1�D�N�R�Q���G�U�X�J�H���S�D�V�D�å�H���L���N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���R�G������-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 

�L�]�O�D�å�X�� �O�H�W�D�O�Q�R�M�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �N�L�V�H�O�L�Q�H�� �������� �P�0�� �1�+4�&�O���� �N�R�M�D�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �D�N�X�W�Q�R�J�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J��

zakiseljavanja. Za oporavak stanica je neophodna prisutnost proteina NHE3 u membrani stanice. Stoga, 

daljnja inkubacija stanica u otopini koja sa�G�U�å�L���1�D+ �R�P�R�J�X�ü�L�W���ü�H���S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H���V�D�P�R���R�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���N�R�M�H��

u svojoj membrani posjeduju funkcionalni protein NHE3. 

Ukratko: stanice PS120 transfecirane plazmidom �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�H�� �X���E�R�þ�L�F�X i ostavljene rasti do 70-

80% konfluentnosti inkubirala sam s 40 mM NH4Cl kroz 60 minuta. Nakon isteka inkubacije, staklenom 

pipetom sam iz �E�R�þ�L�F�H 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 �E�R�þ�L�F�X dodala DMEM selekcijski medij s antibiotikom G418 (400 ug/ml). 
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3. REZULTATI 
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�����������'�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�M�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D za mutiranje gena NHE3 

 

�8���G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�M�X���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���]�D���L�]�U�D�G�X���G�H�O�H�F�L�M�H���X�Q�X�W�D�U���V�H�N�Y�H�Q�F�H���J�H�Q�D��NHE3 bilo je potrebno najprije 

o�G�U�H�G�L�W�L�� �N�U�D�M�Q�M�H�� �S�R�]�L�F�L�M�H�� �]�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �X�Q�X�W�D�U��sekvence NHE3. U definiranju tih pozicija trebalo je 

�]�D�G�R�Y�R�O�M�L�W�L�� �V�O�M�H�G�H�ü�H�� �X�Y�M�H�W�H���� �������� �G�D�� �V�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �N�U�D�M�Q�M�L�K�� �S�R�]�L�F�L�M�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �Q�D�O�D�]�L�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�� �N�R�M�X�� �W�U�H�E�D��

�X�N�O�R�Q�L�W�L���� �������� �G�D�� �V�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �N�U�D�M�Q�M�L�K�� �S�R�]�L�F�L�M�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �Q�D�O�D�]�H�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�D�� �P�M�H�V�W�D�� �N�R�M�D�� �ü�X�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �]�D��

umetanje mutiranog fragmenta u plazmid pcDNA/NHE3 i (3) da su fragment prije i nakon delecije 

�U�D�]�O�L�þ�L�We veli�þ�L�Q�H���W�D�N�R �G�D���L�K���V�H���P�R�å�H���O�D�N�ã�H���U�D�]�O�L�N�R�Y�D�W�L���J�H�O���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P���� 

�'�L�]�D�M�Q�L�U�D�O�D�� �V�D�P�� �S�H�W�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���� �'�Y�L�M�H�� �V�X�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�H�� �W�D�N�R�� �G�D�� �Ä�J�U�D�Q�L�þ�H�³�� �V�� �P�M�H�V�W�R�P��

�G�H�O�H�F�L�M�H�����3�R�þ�H�W�Q�L�F�X���N�R�M�X���V�D�P���S�R�]�L�F�L�R�Q�L�U�D�O�D���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���S�U�L�M�H���V�D�P�H���G�H�O�H�F�L�M�H���Q�D�]�Y�D�O�D���V�D�P���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���%�����G�R�N��

�V�D�P���S�R�þ�H�W�Q�L�F�X���N�R�M�D���M�H���S�R�]�L�F�L�R�Q�L�U�D�Q�D���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���L�]�D���G�H�O�H�F�L�M�H���Q�D�]�Y�D�O�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���&�����.�D�N�R���V�D�P���]�D���L�]�U�D�G�X��

d�H�O�H�F�L�M�H�� �R�G�D�E�U�D�O�D�� �P�H�W�R�G�X�� �S�U�H�N�O�D�S�D�Q�M�D�� �N�U�D�M�H�Y�D�� �G�Y�D�M�X�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �W�D�N�R�� �V�D�P�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D�� �%�� �L�� �&�� �S�U�L��

�G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�M�X���G�R�G�D�O�D���W�]�Y�����S�U�H�N�O�R�S�Q�H���V�H�N�Y�H�Q�F�H�����8���S�R�þ�H�W�Q�L�F�L���%���M�H���S�U�H�N�O�R�S�Q�D���V�H�N�Y�H�Q�F�D���V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D���V�O�L�M�H�G���E�D�]�D��

(9 parova baza) koji je bio komplementaran slijedu baza koje se nalaze neposredno iza mjesta delecije. 

�8���S�R�þ�H�W�Q�L�F�L���&���M�H���S�U�H�N�O�R�S�Q�D���V�H�N�Y�H�Q�F�D���V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D���V�O�L�M�H�G���E�D�]�D�����������S�D�U�R�Y�D���E�D�]�D�����N�R�M�L���M�H���E�L�R���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�D�Q��

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

 

 

�6�O�L�N�D���������'�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�M�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D za deleciju gena NHE3. �3�R�þ�H�W�Q�L�F�H���$ (pozitivna) i D (negativna) 

�Q�D�O�D�]�H���V�H���Q�D���G�Y�D���V�X�S�U�R�W�Q�D���N�U�D�M�D���R�G���P�M�H�V�W�D���G�H�O�H�F�L�M�H�����G�R�N���V�X���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���%��(negativna) i C (pozitivna) 

pozicionirane neposredno prije i poslije delecije. �3�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �%�� �L�� �&�� �S�R�V�M�H�G�X�M�X�� �Q�D�� �V�Y�R�P�� ���
-kraju 

preklopne nast�D�Y�N�H���� �,�]�P�H�ÿ�X�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �$�� �L�� �%�� �Q�D�O�D�]�L�� �V�H�� �M�H�G�Q�R��restrikcijsko mjesto za restrikcijsku 

endonukleazu PmaCI�����G�R�N���V�H���L�]�P�H�ÿ�X���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���&���L���'���Q�D�O�D�]�L���G�U�X�J�R��restrikcijsko mjesto za PmaCI.  
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�3�R�]�L�F�L�M�H�� �]�D�� �V�O�M�H�G�H�ü�H�� �G�Y�L�M�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�X�� �$�� �L�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�X�� �'����odredila sam nakon analize 

sekvence gena NHE3 �X���N�R�M�R�M���V�D�P���W�U�D�å�L�O�D���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�D���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�D���P�M�H�V�W�D���]�D���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�H���H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�H��

�N�R�M�H�� �E�L�K�� �L�V�N�R�U�L�V�W�L�O�D�� �X�� �]�D�Y�U�ã�Q�R�M���I�D�]�L�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �G�H�O�H�F�L�M�H���X�Q�X�W�D�U���V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �J�H�Q�D��NHE3���� �%�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �V�H�� �Q�L�M�H��

�P�R�J�O�D���S�U�R�Q�D�ü�L���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D���G�Y�L�M�X���U�H�Vtrikcijskih endonukleaza koje plazmid pcDNA/HA-NHE3 cijepaju 

�V�D�P�R���Q�D���M�H�G�Q�R�P���P�M�H�V�W�X�����R�G�D�E�L�U���V�H���X���N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L���V�Y�H�R���Q�D���H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�X��PmaCI koja sekvencu gena NHE3 

cijepa na dva mjesta i pritom ne djeluje na vektor pcDNA 3.1(+). Enzim PmaCI cijepa sekvencu gena 

NHE3 �Q�D���G�Y�D���P�M�H�V�W�D�����L�]�P�H�ÿ�X���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D��C840-G841 i C1914-G1915. 

Pozicije restrikcijskih mjesta za enzim PmaCI utjecale �V�X���Q�D���L�]�U�D�G�X���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$���L���'�����3�R�þ�H�W�Q�L�F�D��

�$���M�H���S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���L�V�S�U�H�G���������������G�R�N���V�D�P���S�R�þ�H�W�Q�L�F�X���'���S�R�V�W�D�Y�L�O�D���V�W�R�W�L�Q�M�D�N���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���G�D�O�M�H���Lza 

638. �N�D�N�R�� �E�L�� �P�L�� �X�� �V�O�M�H�G�H�ü�L�P�� �N�R�U�D�F�L�P�D�� �E�L�O�R�� �O�D�N�ã�H�� �U�D�V�S�R�]�Q�D�Y�D�W�L�� �3�&�5�� �S�U�R�G�X�N�W�H�� �V�W�Y�R�U�H�Q�H�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���'���� 

Pozitivna (sense���� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �$�� �L�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D��(antisense) �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �%���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H��su za stvaranje 

�I�U�D�J�P�H�Q�W�D�� �$�%���N�R�M�L�� �Q�D�� �V�Y�R�P�� �N�U�D�M�X���V�D�G�U�å�L�� �S�U�H�N�O�R�S�Q�X�� �V�H�N�Y�H�Q�F�X�� �N�R�M�D�� �S�R�W�M�H�þ�H�� �R�G���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �%���� �3�R�]�L�W�L�Y�Q�D��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �&�� �L�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �'�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �&�'�� �Q�D�� �þ�L�M�H�P�� �V�H�� �S�R�þ�H�W�N�X�� �Q�D�O�D�]�L�� �S�U�H�N�O�R�S�Q�D��

�V�H�N�Y�H�Q�F�D���N�R�M�D���S�R�W�M�H�þ�H���R�G���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���&�����3�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�P���I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D���$�%���L���&�'���Q�D�V�W�D�M�H���I�U�D�J�P�H�Q�W���$�'���L�]���N�R�M�H�J��

�M�H���X�N�O�R�Q�M�H�Q�D���å�H�O�M�Hna sekvenca. 

�3�U�L���N�R�Q�V�W�U�X�N�F�L�M�L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���S�D�]�L�O�D���V�D�P���G�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���E�X�G�X���Q�D�M�P�D�Q�M�H���������S�E���L���G�D���S�U�H�N�O�R�S�Q�L���Q�D�V�W�D�Y�F�L��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �%�� �L�� �&�� �E�X�G�X�� �G�R�Y�R�O�M�Q�R�� �G�X�J�L�� �]�D�� �O�D�N�ã�H�� �S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���� �1�D�V�W�R�M�D�O�D�� �V�D�P�� �L�]�U�D�G�L�W�L�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �þ�L�M�H�� �E�L��

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H���V�S�D�M�D�Q�M�D���E�L�O�H���S�U�L�E�O�L�å�Q�R���M�H�G�Q�D�N�H���W�H���G�D���Q�H�P�D�M�X���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�H���G�L�M�H�O�R�Y�H���N�D�N�R���Q�H��

�E�L���G�R�ã�O�R���G�R���Q�H�å�H�O�M�H�Q�R�J���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�J���V�S�D�M�D�Q�M�D�� 

�3�H�W�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �M�H�� �L�P�D�O�D�� �W�H�V�W�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �L�� �Q�M�R�P�H�� �V�D�P�� �S�O�D�Q�L�U�D�O�D�� �W�H�V�W�L�U�D�W�L�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �G�H�O�H�F�L�M�H�� �X��

�I�U�D�J�P�H�Q�W�X���$�'�����6�W�R�J�D���M�H���W�H�V�W�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���7�����E�L�O�D���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Qa sekvenci koja se nalazila 

�X�Q�X�W�D�U���S�R�G�U�X�þ�M�D���G�H�O�H�F�L�M�H�� 

 

3.2. Konstrukcija mutirane sekvence NHE3 

 

�6�W�Y�D�U�D�Q�M�H���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���$�'���L�]���N�R�M�H�J���M�H���L�]�E�D�þ�H�Q�D���V�H�N�Y�H�Q�F�D���N�R�M�D���N�R�G�L�U�D���������D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�����/�H�X���������± 

Arg609) provedeno je kroz nekoliko koraka. U prvom sam koraku uz po�P�R�ü���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���J�H�Q�H�U�L�U�D�O�D���G�Y�D��

fragmenta �'�1�$�����I�U�D�J�P�H�Q�W�H���$�%���L���&�'�����%�X�G�X�ü�L���G�D���M�H���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�R�M���S�R�þ�H�W�Q�L�F�L���%���L���S�R�]�L�W�L�Y�Q�R�M���S�R�þ�H�W�Q�L�F�L���&���Q�D��

5'-�N�U�D�M�H�Y�L�P�D�� �G�R�G�D�Q�D���S�U�H�N�O�R�S�Q�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�� �W�R���ü�H�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�L�� �$�%���L�� �&�'�� �E�L�W�L�� �X�Y�H�ü�D�Q�L�� �]�D�� �G�X�å�L�Q�X�� �S�U�H�N�O�R�S�Q�L�K��

sekvenci (Slika 9.a.). U drugom koraku dolazi do povezivanja dvaju fragmenata i sinteze 

�N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�L�K�� �O�D�Q�D�F�D�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �P�X�W�L�U�D�Q�L�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �$�'���� �8�� �W�U�H�ü�H�P�� �N�R�U�D�N�X�� �V�H�� �P�X�W�L�U�D�Q�L��

�I�U�D�J�P�H�Q�W���$�'���L�]�R�O�L�U�D���L���N�R�U�L�V�W�L���N�D�R���S�U�H�G�O�R�å�D�N���]�D���X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�H���X�]���S�R�P�R�ü���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$���L���'���� 

3.2.1. Stvaranje fragmenata AB i CD 
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�)�U�D�J�P�H�Q�W�� �$�%�� �]�D�Y�U�ã�D�Y�D�� �Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R�� �S�U�L�M�H���� �G�R�N�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �&�'�� �]�D�S�R�þ�L�Q�M�H�� �Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R�� �Q�D�N�R�Q��

sekvence koju sam planirala izbaciti iz sekvence gena NHE3. Fragment AB, pored sekvence koja 

odgovara slijedu aminokiselina Leu273-�7�\�U�����������Q�D���V�Y�R�P���N�U�D�M�X���V�D�G�U�å�L tzv. preklopnu sekvencu koja se 

komplementarno sparuje sa sekvencom za aminokiseline Asp610-Glu612. Fragment CD, pored 

sekvence koja odgovara slijedu aminokiselina Asp610-�$�V�S���������� �Q�D�� �V�Y�R�P�� �S�R�þ�H�W�N�X�� �V�D�G�U�å�L�� �S�U�H�N�O�R�S�Q�X��

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 

�Y�L�]�X�D�O�L�]�L�U�D�O�D���S�R�P�R�ü�X���J�H�O���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H�����9�H�O�L�þ�L�Q�H���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D���V�D�P���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�O�D���X�V�S�R�U�H�G�E�R�P���V�D��

�S�R�]�L�F�L�M�D�P�D���E�L�O�M�H�J�D���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�J���'�1�$���P�D�U�N�H�U�D���R�G�������N�E�����,�]���6�O�L�N�H�������E�����Y�L�G�O�M�L�Y�R���M�H���G�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D��

�$�%���L���&�'���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�L�P���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D�� 

 

a) 

 

b)  

 

Slika 9. Stvaranje f�U�D�J�P�H�Q�D�W�D���$�%���L���&�'���S�R�P�R�ü�X���U�H�D�N�F�L�M�H���3�&�5����(a) PCR reakcijama u kojima 

je plazmid pcDNA/HA-NHE3 �S�R�P�L�M�H�ã�D�Q���V���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���$���L���%���R�G�Q�R�V�Q�R���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���&���L���'���Q�D�V�W�D�M�X��

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 

�H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�L���S�R�N�D�]�X�M�H���G�D���V�H���I�U�D�J�P�H�Q�W���$�%�����O�L�Q�L�M�D���������Q�D�O�D�]�L���Q�D���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�M���Y�L�V�L�Q�L���R�G���a950 pb, dok 

�V�H���I�U�D�J�P�H�Q�W���&�'�����O�L�Q�L�M�D���������Q�D�O�D�]�L���Q�D���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�M���Y�L�V�L�Q�L���R�G���a440 pb. �0���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�������N�E��marker DNA 

�]�D���S�U�R�F�M�H�Q�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�H��fragmenata DNA. 
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3.2.2. Povezivanje komplementarnih krajeva fragmenata AB i CD  

 

�1�D�N�R�Q���L�]�R�O�D�F�L�M�H�����G�R�E�L�Y�H�Q�H���I�U�D�J�P�H�Q�W�H���$�%���L���&�'���V�D�P���S�R�Y�H�]�D�O�D���L���X�P�Q�R�å�L�O�D. Tijekom reakcije PCR 

lanci svakog fragmenta su se prvo razdvojili (95 oC), zatim �V�X���V�H���U�D�]�G�Y�R�M�H�Q�L���O�D�Q�F�L���Q�D���Q�L�å�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L��

(72 oC) povezali preko preklopnih nastavaka da bi se na kraju Taq polimeraza vezala na krajeve 

�S�R�Y�H�]�D�Q�L�K�� �G�L�M�H�O�R�Y�D�� �O�D�Q�D�F�D�� �L�� �V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�H�� �O�D�Q�F�H�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �V�O�R�E�R�G�Q�H�� �G�L�M�H�O�R�Y�H�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�K��

lanaca za pre�G�O�R�å�D�N�����6�O�L�N�D���������D�������� 

Ova je reakcija PCR provedena u prisutnosti fragmenata AB i CD, Taq polimeraze, nukleotida 

�L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J�� �S�X�I�H�U�D���� �D���X�� �R�G�V�X�W�Q�R�V�W�L�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����%�X�G�X�ü�L���G�D�� �Q�H�P�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���Wijekom ove reakcije ne 

�G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�D�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D�� �$�'. Stvaraju se male �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D�� �$�' �E�X�G�X�ü�L�� �G�D Taq 

polimeraza �P�R�å�H��sintetizirati komplementarne lance samo na kalupima lanaca fragmenata AB i CD koji 

su se �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �S�R�Y�H�]�Dli preko preklopnih nastavaka (Slika 10.a. shematski prikaz djelovanja Taq 

polimeraze na dnu slike).  

a) 

 

b) 

 

Slika 10. Povezivanje fragmenata AB i CD i stvaranje fragmenta AD �S�R�P�R�ü�X���U�H�D�N�F�L�M�H���3�&�5. (a) 

�3�&�5�� �U�H�D�N�F�L�M�R�P�� �M�H�� �R�P�R�J�X�ü�H�Q�R�� �S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �$�%�� �L�� �&�'�� �S�U�H�N�R�� �Q�M�L�K�R�Y�L�K�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�L�K��

�V�H�N�Y�H�Q�F�L���� �1�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�H�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�H�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �'�1�$�� �S�R�O�L�P�H�U�D�]�D�� �N�R�M�D�� �V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H��

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 

�$�'���M�H���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�H�����.�D�R���N�R�Q�W�U�R�O�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���I�U�D�J�P�H�Q�W���Z�$�'�����O�L�Q�L�M�D���������Q�D�V�W�D�R���3�&�5���U�H�D�N�F�L�M�R�P���X��

�N�R�M�R�M���V�X���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���$���L���'�� �S�R�P�L�M�H�ã�D�Q�H���V���Q�H�P�X�W�L�U�D�Q�L�P���S�O�D�]�P�L�G�R�P���S�F�'�1�$���+�$-NHE3. Fragment wAD, 

�G�X�J�������������S�E�����V�H���Q�D�O�D�]�L���Q�H�]�Q�D�W�Q�R���L�V�S�R�G���E�L�O�M�H�J�D���]�D�������������S�E���L���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R���M�H���Y�H�ü�L���R�G���P�X�W�L�U�D�Q�R�J���I�U�D�J�Penta 

AD. �0���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�������N�E marker DNA za �S�U�R�F�M�H�Q�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� fragmenata DNA. 
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Fragment AD je mutirani fragment nastao postupkom povezivanja fragmenata AB i CD preko 

�S�U�H�N�O�R�S�Q�L�K�� �Q�D�V�W�D�Y�D�N�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �N�R�M�L�K�� �M�H�� �L�]�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �J�H�Q�D��NHE3 �L�]�E�D�þ�H�Q�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�� �N�R�M�D�� �N�R�G�L�U�D�� ������

aminokiseline (Leu586 �± �$�U�J�������������0�X�W�L�U�D�Q�L���I�U�D�J�P�H�Q�W���$�'���M�H���V�W�R�J�D���]�D���������Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���N�U�D�ü�L���R�G���I�U�D�J�P�H�Q�W�D��

koji nastaje kad se �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���$���L���'���S�R�P�L�M�H�ã�D�M�X���V���Q�H�P�X�W�L�U�D�Q�L�P���S�O�D�]�P�L�G�R�P��pcDNA/HA-NHE3 (fragment 

wAD). Mutirani fragment AD je dug 1362 parova baza, dok je fragment wAD dug 1434 parova baza. 

�)�U�D�J�P�H�Q�W���Z�$�'���V�D�P���N�R�U�L�V�W�L�O�D���N�D�R���N�R�Q�W�U�R�O�X���X���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���P�X�W�L�U�D�Q�R�J���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���$�'�����.�D�R���ã�W�R���V�H��

�P�R�å�H���Y�L�G�M�H�W�L���Q�D���V�O�L�F�L���������E�����I�U�D�J�P�H�Q�W���$�'�����O�L�Q�L�M�D���������M�H���Q�H�ã�W�R���Q�L�å�H���S�R�]�L�F�L�R�Q�L�U�D�Q���R�G���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���Z�$�'���þ�L�M�D���M�H��

�Y�H�O�L�þ�L�Q�D���Q�H�]�Q�D�W�Q�R���L�V�S�R�G���Eiljega za 1500 parova baza (Slika 10.b. linija 1). 

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

�V�O�M�H�G�H�ü�H��PCR reakcije.  
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���������������8�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�H���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���$�' 

 

Mutirani fragment AD, stvoren u prethodnoj PCR reakciji, sam izolirala iz gela i koristila ga 

�N�D�R�� �S�U�H�G�O�R�å�D�N�� �]�D�� �X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�H�� �X���V�O�M�H�G�H�ü�R�M PCR reakciji (Slika 11.a.). Ovoj su PCR reakciji pored 

fragmenta AD, Taq polimeraza�����Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J���S�X�I�H�U�D���G�R�G�D�Q�H���L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���$���L���'���� 

Na slici 11.b. prikazani su rezu�O�W�D�W�L�� �X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�D��mutiranog fragmenta AD (linija 1). Kao 

kontrolu koristila sam fragment wAD, prikazan u linij i 2, koji je dobiven PCR reakcijom u kojoj su 

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���$���L���'���S�R�P�L�M�H�ã�D�Q�H���V���Q�H�P�X�W�L�U�D�Q�L�P���S�O�D�]�P�L�G�R�P��pcDNA/HA-NHE3. Kako je fragment wAD za 

72 nukleot�L�G�D���Y�H�ü�L���R�G���P�X�W�L�U�D�Q�R�J��fragmenta AD �W�R���E�L���V�H���Q�D���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�L���P�R�U�D�R���Q�D�ü�L���L�]�Q�D�G���Putiranog 

fragmenta AD. Na slici 11.b. �P�R�å�H���V�H���M�D�V�Q�R���Y�L�G�M�H�W�L���G�D���M�H���I�U�D�J�P�H�Q�W���$�'���P�D�Q�M�L���R�G��fragmenta wAD koji se 

�Q�D�O�D�]�L�� �Q�H�]�Q�D�W�Q�R�� �L�V�S�R�G�� �U�D�]�L�Q�H�� �'�1�$�� �E�L�O�M�H�J�D�� �N�R�M�L�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� ���������� �S�D�U�R�Y�D�� �E�D�]�D�� �ã�W�R�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�M��

�Y�H�O�L�þ�L�Q�L���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���Z�$�'���R�G�������������S�D�U�R�Y�D���E�D�]�D�� 

 

 

 

a) 

 

b) 

 

Slika 11. U�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�D�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D�� �$�' �S�R�P�R�ü�X�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �3�&�5. (a) Shematski prikaz PCR 

�U�H�D�N�F�L�M�H���N�R�M�R�P���V�H���X���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$���L���'���X�P�Q�R�å�D�Y�D���I�U�D�J�P�H�Q�W���$�'�������E�� U liniji 1 je prikazan 

u�P�Q�R�å�H�Qi mutirani fragment AD �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�H���Y�H�O�L�þ�L�Qe od 1362 pb. �.�D�R���N�R�Q�W�U�R�O�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���I�U�D�J�P�H�Q�W��

wAD koji je za �������Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���Y�H�ü�L���R�G���P�X�W�L�U�D�Q�R�J���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���$�'. U liniji 2 vidljiv je fragment wAD 

�N�R�M�L�� �V�H�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�� �Q�D�O�D�]�L��iznad mutiranog fragmenta AD. M oz�Q�D�þ�D�Y�D�� ���� �N�E marker DNA za 

�S�U�R�F�M�H�Q�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� fragmenata DNA. 
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3.3. Tretiranje fragmenta AD i plazmida pcDNA/HA-NHE3 restrikcijskom 

endonukleazom PmaCI 

 

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 PmaCI koja 

sekvencu gena NHE3 �U�H�å�H���Q�D���G�Y�D���P�M�H�V�W�D�����L�]�P�H�ÿ�X���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���&������-G841 i C1914-G1915. 

Djelovanjem enzima PmaCI na plazmid pcDNA/HA-NHE3 �Q�D�V�W�D�M�X���G�Y�D���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���R�G���N�R�M�L�K���Y�H�ü�L��

fragment predstavlja linearizirani plazmid s dijelom sekvence HA-NHE3, dok manji fragment 

predstavlja dio gena HA-NHE3 �L�]�P�H�ÿ�X���G�Y�D��PmaCI �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�D���P�M�H�V�W�D�����6�O�L�N�D���������D�������9�H�ü�L���I�U�D�J�P�H�Q�W���M�H��

dug 6931 parova baza, dok je manji dug 1074 parova baza. S druge strane, djelovanjem enzima PmaCI 

�Q�D���P�X�W�L�U�D�Q�L���I�U�D�J�P�H�Q�W���$�'���Q�D�V�W�D�M�X���W�U�L���I�U�D�J�P�H�Q�W�D�����1�D�M�Y�H�ü�L���I�U�D�J�P�H�Q�W���������������S�D�U�D���E�D�]�H�����þ�L�Q�L���V�H�J�P�H�Q�W���L�]�P�H�ÿ�X��

PmaCI �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�K���P�M�H�V�W�D���L���X���Q�M�H�P�X���V�H���Q�D�O�D�]�L���S�R�G�U�X�þ�M�H���G�H�O�H�F�L�M�H�����3�U�H�R�V�W�D�O�D���G�Y�D���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���þ�L�Q�H���V�H�J�P�H�Q�W�L��

od PmaCI 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 PmaCI na mutirani 

fragment AD (linija 1) i na plazmid pcDNA/HA-NHE3 (linija 2). Inkubacija endonukleaze s plazmidom 

dovela je do nastanka dva fragmenta. Manji fragment je pozicioniran neznatno iznad biljega za 1000 

�S�D�U�R�Y�D���E�D�]�D�����G�R�N���M�H���Y�H�ü�L���I�U�D�J�P�H�Q�W���U�D�]�Y�X�þ�H�Q���Q�D���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�L���S�D���V�H���V�D���V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X���P�R�å�H���V�D�P�R���U�H�ü�L���G�D���M�H��

�Q�M�H�J�R�Y�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�D���L�]�Q�D�G�������������S�D�U�R�Y�D���E�D�]�D���ã�W�R���E�L���R�V�Q�R�Y�L���R�G�J�R�Y�D�U�D�O�R���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�M���Y�H�O�L�þ�L�Q�L���I�U�D�J�P�H�Q�W�D�����1�D�L�P�H����

�N�D�N�R�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �Q�D�� �V�O�L�F�L�� �������D���� �Y�H�ü�L�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �R�E�X�K�Y�D�ü�D�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�X�� �'�1�$�� �S�O�X�V�� �V�H�J�P�H�Q�W�H�� �R�G��PmaCI 

restrikcijskih mjesta do jednog i drugog kraja HA-NHE3 sekvence. Inkubacijom PmaCI sa mutiranim 

�I�U�D�J�P�H�Q�W�R�P�� �$�'�� �Q�D�V�W�D�O�D�� �V�X�� �G�Y�D�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D�� ���O�L�Q�L�M�D�� �������� �9�H�ü�L�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �M�H�� �Q�D�� �Y�L�V�L�Q�L�� �Q�H�ã�W�R�� �Q�L�å�R�M�� �R�G�� ����������

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 PmaCI �Q�D�V�W�D�M�H�� �L�� �W�U�H�ü�L�� �I�U�D�J�P�H�Q�W���Q�R���]�E�R�J�� �P�D�O�H��

�Y�H�O�L�þ�L�Q�H�����������S�E�����Q�H���P�R�å�H���J�D���V�H���Y�L�G�M�H�W�L���Q�D���J�H�O�X���� 
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�1�D�N�R�Q���ã�W�R���M�H���W�H�V�W�L�U�D�Q�M�H���S�R�N�D�]�D�O�R���G�D���V�D�P���G�R�E�L�O�D���å�H�O�M�H�Q�H���I�U�D�J�P�H�Q�W�H���N�R�P�S�O�H�W�D�Q���S�U�H�R�V�W�D�O�L���V�D�G�U�å�D�M��

PCR reakcija sam elektroforezom razvukla na gelu i iz gela �L�]�R�O�L�U�D�O�D���å�H�O�M�H�Q�H���'�1�$���I�U�D�J�P�H�Q�W�H���N�R�M�L���V�X���P�L��

dalje potrebni za postupak ligacije, plazmidni vektor i mutirani dio sekvence NHE3. 

 

 

a) 

 

b) 

 

Slika 12. Tretiranje fragmenta AD i plazmida pcDNA/HA-NHE3 endonukleazom PmaCI . (a) 

Shematski su prikazana restrikcijska mjesta PmaCI unutar NHE3 molekule. U gornjem dijelu slike 

prikazani su fragmenti nastali djelovanjem enzima PmaCI na mutirani fragment AD, dok su u donjem 

dijelu prikazani fragmenti koji nastaju djelovanjem PmaCI na plazmid pcDNA/dHA-NHE3. (b) U liniji 

1 pokazano je da djelova�Q�M�H�P���3�P�D�&�,���Q�D���P�X�W�L�U�D�Q�L���I�U�D�J�P�H�Q�W���$�'���Q�D�V�W�D�M�X���G�Y�D���I�U�D�J�P�H�Q�W�D�����9�H�ü�L���I�U�D�J�P�H�Q�W����

�þ�L�M�D���M�H���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�D���G�X�O�M�L�Q�D�������������S�E�����V�H���Q�D�O�D�]�L���Q�H�]�Q�D�W�Q�R���Q�L�å�H���R�G���U�D�]�L�Q�H���E�L�O�M�H�J�D���]�D�������������S�E�����0�D�Q�M�L���I�U�D�J�P�H�Q�W����

�V���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�P���Y�H�O�L�þ�L�Q�R�P���R�G�����������S�E�����V�H���Q�D�O�D�]�L���Q�D���U�D�]�L�Q�L���P�D�O�R���L�]�Q�D�G���U�D�]�L�Q�H���E�L�O�M�H�Ja za 300 pb. Djelovanje 

PmaCI na plazmid prikazani su u liniji �����X���N�R�M�R�M���V�H���Y�L�G�L���G�D���V�X���Q�D�V�W�D�O�D���G�Y�D���I�U�D�J�P�H�Q�W�D�����9�H�ü�L���U�D�]�Y�X�þ�H�Q�L��

fragment se nalazi na razini iznad 6000 pb, dok se manji nalazi na visini od �a�����������S�E�����5�D�]�O�L�N�D���X���Y�H�O�L�þ�L�Q�L��

�Y�H�ü�H�J���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���X���O�L�Q�L�M�L��1 i manjeg u liniji 2 odgovara sekvenci za 24 aminokiseline.  �0�����R�]�Q�D�þ�D�Y�D������

kb  marker �'�1�$���]�D���S�U�R�F�M�H�Q�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� fragmenata DNA. 
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3.4. Povezivanje plazmida pcDNA/HA-NHE3 i mutiranog fragmenta AD prethodno 

tretiranih endonukleazom PmaCI  

 

Povezivanje umetka, fragment s delecijom nastao djelovanjem PmaCI na mutirani fragment 

AD, i plazmida pcDNA/HA-NHE3, koji je prethodno tretiran PmaCI, provela sam postupkom ligacije. 

Kako restrikcijska endonukleaza PmaCI cijepanjem DNA stvara tupe �N�U�D�M�H�Y�H�� �P�R�J�X�ü�H�� �V�X�� �J�U�H�ã�N�H�� �X��

�S�R�V�W�X�S�N�X�� �O�L�J�D�F�L�M�H���� �6�� �M�H�G�Q�H�� �V�W�U�D�Q�H���� �P�R�å�H�� �G�R�ü�L�� �G�R�� �V�S�R�Q�W�D�Q�H�� �U�H�F�L�U�N�X�O�D�U�L�]�D�F�L�M�H�� �O�L�Q�H�D�U�L�]�L�U�D�Q�R�J�� �S�O�D�]�P�L�G�D��

pcDNA/HA-NHE3 �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�L�P�� �S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�P�� �R�G�U�H�]�D�Q�L�K�� �W�X�S�L�K�� �N�U�D�M�H�Y�D, �D�� �V�� �G�U�X�J�H�� �G�R�� �S�R�J�U�H�ã�Q�H��

orijentacije umetka.  

�.�D�N�R�� �E�L�K�� �V�S�U�L�M�H�þ�L�O�D�� �U�Hcirkularizaciju plazmida, endonukleazom PmaCI 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 

�V�S�U�L�M�H�þ�L�W�L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �G�D�� �V�H�� �X�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L�� �H�Q�]�L�P�D��ligaze �N�U�D�M�H�Y�L�� �O�L�Q�H�D�U�L�]�L�U�D�Q�R�J�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R��

�S�R�Y�H�å�X���þ�L�P�H���E�L���V�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�O�R���X�P�H�W�D�Q�M�H���X�P�H�W�N�D�� 

Defosforilirani linearizirani plazmid pcDNA/HA-NHE3 sam povezala s umetkom u reakciji u 

kojoj su najbolji re�]�X�O�W�D�W�L���S�R�V�W�L�J�Q�X�W�L���N�D�G���M�H���Q�M�L�K�R�Y���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�L���Y�R�O�X�P�Q�L���R�P�M�H�U���E�L�R�������������S�O�D�]�P�L�G���X�P�H�W�D�N������

Na slici 13 prikazan je rezultat ligacije defosforiliranog lineariziranog plazmida pcDNA/HA-NHE3 i 

�X�P�H�W�N�D���� �.�D�N�R�� �V�H�� �P�R�å�H�� �Y�L�G�M�H�W�L�� �X�� �O�L�Q�L�M�L�� ���� �O�L�J�D�F�L�M�R�P�� �X�P�H�W�N�D�� �L�� �O�L�Q�H�D�U�L�]�L�U�D�Q�R�J��plazmida nastaje nekoliko 

�S�O�D�]�P�L�G�Q�L�K�� �'�1�$�� �N�R�M�H�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �'�1�$���� �3�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �'�1�$�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D�� �Q�D��

�X�G�D�O�M�H�Q�R�V�W�L���R�G���S�U�L�E�O�L�å�Q�R�������������S�E���L�]�Q�D�G���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���N�R�M�L���M�H���J�R�W�R�Y�R���S�D�U�D�O�H�O�D�Q���V���'�1�$���I�U�D�J�P�H�Q�W�R�P���X���O�L�Q�L�M�L��������

koji je nastao djelovanjem PmaCI �Q�D���S�O�D�]�P�L�G�����V�Q�D�å�Q�R���V�X�J�H�U�L�U�D���G�D���E�L���V�H���P�R�J�O�R���U�D�G�L�W�L���R���S�O�D�]�P�L�G�X���X���N�R�M�L��

se ugradio umetak.  

U ovom sam koraku postupkom ligacije stvorila plazmid pcDNA/dHA-NHE3 s mutiranim 

genom HA-NHE3 iz kojeg je postupkom delecije iz citoplazmatskog dijela sekvence gena NHE3 

�L�]�E�D�þ�H�Q�D���V�H�N�Y�H�Q�F�D���N�R�M�D���N�R�G�L�U�D���������D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� 
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Slika 13. Ligacija defosforiliranog lineariziranog plazmida pcDNA/HA-NHE3 i umetka. 

U liniji 1  prikazan je linearizirani plazmid pcDNA/HA-NHE3 tretiran fosfatazom s ciljem 

uklanjanja fosfatnih skupina s tupih krajeva, dok je u liniji 3 prikazan umetak, fragment s 

delecijom, dug �a�����������S�E�����2�E�D���X�]�R�U�N�D���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���N�D�R���R�U�L�M�H�Q�W�L�U���]�D���U�H�]�X�O�W�D�W�H���O�L�J�D�F�L�M�H���S�O�D�]�P�L�G�D��

�L�� �X�P�H�W�N�D�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �X�� �O�L�Q�L�M�L�� ������ �X�� �N�R�M�R�M�� �V�H�� �P�R�å�H�� �Y�L�G�M�H�W�L�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �'�1�$�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D���� �)�U�D�J�P�H�Q�W��

�Y�H�O�L�þ�L�Q�H���a1���������S�E���R�G�J�R�Y�D�U�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�L���X�P�H�W�N�D�����G�R�N���'�1�$���I�U�D�J�P�H�Q�W���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���a7000 pb odgovara 

�Y�H�O�L�þ�L�Q�L�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �S�F�'�1�$���+�$-NHE3 tretiranog PmaCI. Iznad ovog fragmenta nalazi se na 

udaljenosti od �a���������� �S�E�� �M�R�ã�� �M�H�G�D�Q�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �N�R�M�L�� �V�X�J�H�U�L�U�D�� �G�D�� �V�H�� �U�D�G�L�� �R�� �å�H�O�M�H�Q�R�P�� �S�U�R�G�X�N�W�X��

ligacije umetka i plazmida. M - �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�������N�E�� marker �'�1�$���]�D���S�U�R�F�M�H�Q�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� 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 DH5�D metodom 

�W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J�� �ã�R�N�D���� �8�V�S�M�H�ã�Q�D�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�D�� �N�R�P�S�H�W�H�Q�W�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �R�þ�L�W�R�Y�D�O�D�� �V�H�� �Q�D�U�D�V�O�L�P�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�P��

kolonijama (Slika 14.). 

 

 

 

Za izolaciju plazmidne DNA odabrala sam pet kolonija koje sam nasadila na kruti selekcijski 

LB med�L�M�����]�D���N�D�V�Q�L�M�H���S�R�W�U�H�E�H�����L���X���W�H�N�X�ü�L���/�%���P�H�G�L�M���V�D���V�H�O�H�N�F�L�M�V�N�L�P���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�R�P�� �D�P�S�L�F�L�O�L�Q�R�P�����1�D�N�R�Q��

inkubacije izolirala sam mutirani plazmid pcDNA/dHA-NHE3 �L�]���X�P�Q�R�å�H�Q�L�K���E�D�N�W�H�U�L�M�D���X�]���S�R�P�R�ü���0�L�Q�L��

�S�U�H�S���N�R�P�S�O�H�W�D�����D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���L�]�R�O�L�U�D�Q�H���S�O�D�]�P�L�G�Q�H���'�1�$���V�D�P���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�O�D���X�]���S�R�P�R�ü���X�U�H�ÿ�D�M�D Nanodrop. 

  

 

Slika 14: . Transformacija plazmida pcDNA/dHA-NHE3 u kompetentne bakterijske 
stanice. Prikazan je kruti selekcijski LB medij s naraslim bakterijskim kolonijama kompetentnih 
�'�+���.���V�W�D�Q�L�F�D�����1�D�U�D�V�O�H���V�X���V�D�P�R���R�Q�H���N�R�O�R�Q�L�M�H���V�W�D�Q�L�F�D���N�R�M�H���V�X���X�V�S�M�H�ã�Q�R���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�H���P�X�W�L�U�D�Q�L�P��
plazmidom pcDNA/dHA-NHE3 bud�X�ü�L�� �G�D�� �S�O�D�]�P�L�G�� �V�D�G�U�å�L�� �J�H�Q�� �]�D�� �R�W�S�R�U�Q�R�V�W�� �Q�D�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N��
�D�P�S�L�F�L�O�L�Q���� �)�O�R�P�D�V�W�H�U�R�P���]�D�R�N�U�X�å�H�Q�H���N�R�O�R�Q�L�M�H�� odabrala sam za postupak izolacije plazmida iz 
bakterija. 



45 
 

3.6. Odabir plazmida pcDNA/dHA-NHE3 s pravilno orijentiranim umetkom  

 

S obzirom da endonukleaza PmaCI pri rezanju tupe krajeve, podjednaka je vjerojatnost da se 

fragment s delecijom (umetak) prilikom umetanja u endonukleazom tretiran i defosforiliran pcDNA/HA-

NHE3 �S�R�Y�H�å�H�� �X�� �L�V�S�U�D�Y�Q�R�P�� �L�O�L�� �R�E�U�Q�X�W�R�P�� �V�P�M�H�U�X���� �6�W�R�J�D�� �V�D�P�� �V�H�� �]�D�� �S�U�R�Q�D�O�D�å�H�Q�M�H�� �P�X�W�L�U�D�Q�R�J�� �S�O�D�]�P�L�G�D��

pcDNA/dHA-NHE3 s ispravno orijentiranim umetkom koristila dvama testovima. Jedan se bazirao na 

primjeni restrikcijskih enzima, a drugi na primjeni reakcije PCR.  

 

���������������,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H���S�R�P�R�ü�X���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�K���H�Q�]�L�P�D 

 

Od restrikcijskih enzima koristila sam HindIII  �þ�L�M�H�� �V�H�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R�� �P�M�H�V�W�R�� �Q�D�O�D�]�L�� �Q�D�� �V�D�P�R�P��

�S�R�þ�H�W�N�X���J�H�Q�D��NHE3 i koji je zajedno s XbaI �N�R�U�L�ã�W�H�Q���]�D���X�P�H�W�D�Q�M�H���V�H�N�Y�Hnce NHE3 �X���Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�R���P�M�H�V�W�R��

za kloniranje unutar plazmida pcDNA 3.1(+) i stvaranje plazmida pcDNA/HA-NHE3. Drugi enzim je 

KpnI���� �þ�L�M�H��je �M�H�G�L�Q�V�W�Y�H�Q�R�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R�� �P�M�H�V�W�R���� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�R�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�� �&��������-C1186, unutar 

umetka (fragmenta s delecijom) koji je postupkom ligacije umetnut u pcDNA/HA-NHE3. Endonukleaza 

KpnI se nametnula kao najbolji izbor za ispitivanje orijentacije umetka iz dva razloga: ne djeluje na 

plazmid pcDNA 3.1(+) �L�� �Q�M�H�Q�R�� �V�H�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R�� �P�M�H�V�W�R�� �Q�D�O�D�]�L�� �X�� �S�U�Y�R�M�� �W�U�H�ü�L�Q�L�� �X�P�H�W�N�D���� �3�U�L�P�M�H�Q�R�P��

endonukleaza HindIII  i KpnI mogla sam ustanoviti je li umetak orijentiran u pravom ili obrnutom 

smjeru. 

Iz shematskog prikaza sekvence HA-NHE3 i restrikcijskih mjesta za HindIII  i KpnI (Slika 15.a.) 

�Y�L�G�O�M�L�Y�R�� �M�H�� �G�D�� �ü�H�� �S�U�L�� �S�U�D�Y�L�O�Q�R�M�� �R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�L�� �X�P�H�W�N�D�� �X�Q�X�W�D�U mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3 

inkubacija s endonukleazama HindIII /KpnI �G�R�Y�H�V�W�L���G�R���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���G�X�J�R�J�������������S�E�����8���V�O�X�þ�D�M�X���G�D��

�M�H���S�U�L�O�L�N�R�P���O�L�J�D�F�L�M�H���G�R�ã�O�R���G�R���S�R�J�U�H�ã�Q�H�����R�E�U�Q�X�W�H�����R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H���X�P�H�W�N�D���X�Q�X�W�D�U���P�X�W�L�U�D�Q�R�J���S�O�D�]�P�L�G�D���W�D�G�D���ü�H��

primjena endonukleaza HindIII /KpnI dovesti do stvaranja fragmenta dugog 1578 pb. Ispitivala sam 

orijentaciju u mutiranim plazmidima pcDNA/dHA-NHE3 �L�]�R�O�L�U�D�Q�L�P�� �L�]�� �S�H�W�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�O�R�Q�L�M�D��

inkubacijom mutiranih plazmida s kombinacijom endonukleaza HindIII /KpnI na 37 oC 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). Iz mutiranih plazmida izoliranih iz ovih kolonija endonukleaze su stvorile dva fragmenta, 

�M�H�G�D�Q�� �N�R�M�L�� �R�E�X�K�Y�D�ü�D�� �Y�H�N�W�R�U�V�N�X�� �'�1�$�� �S�O�X�V�� �]�D�Y�U�ã�Q�L�� �G�L�R�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H��HA-NHE3���� �L�� �G�U�X�J�L���� �N�R�M�L�� �R�E�X�K�Y�D�ü�D��

segment sekvence HA-NHE3 �L�]�P�H�ÿ�X��HindIII  i KpnI restrikcijskog mjesta, dug 1266 pb. U mutiranim 

plazmidima izoliranim iz C2 i C4 kolonije (linija 3 i 5) djelovanje endonukleaza stvorilo je segment 

�Y�H�O�L�þ�L�Q�H���L�]�Q�D�G�������������S�D�U�R�Y�D���E�D�]�D���ã�W�R���R�G�J�R�Y�D�U�D���R�E�U�Q�X�W�R�M���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�L���X�P�H�W�N�D���X�Q�X�W�D�U���P�X�W�L�U�D�Q�R�J���S�O�D�]�P�L�G�D����

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 HindIII /KpnI. Djelovanjem 
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�H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�D���Q�D�V�W�D�M�H���I�U�D�J�P�H�Q�W���G�X�J�������������S�E���S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X�ü�L tako rezultate pokazane u liniji 2 i 6 u kojima 

je umetak pravilno orijentiran unutar mutiranog plazmida. 

a) 

 
b) 

 

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

restrikcijskim endonukleazama. a) Shematski su prikazane sekvence HA-�1�+�(�����V���X�P�H�W�N�R�P�����R�]�Q�D�þ�H�Q��

zeleno). Na lijevoj strani sheme je sekvenca HA-NHE3 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 HindIII  i KpnI nastaje fragment dug 1266 pb, 

dok kod obrnuto orijentiranog umetka nastaje fragment dug 1578 pb. b) Prikazana je elektroforeza 

mutiranih plazmida pcDNA/dHA-�1�+�(�����L�]�R�O�L�U�D�Q�L�K���L�]���S�H�W���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�O�R�Q�L�M�D�����O�L�Q�L�M�H����-6) i inkubiranih s 

endonukleazama HindIII /KpnI. U plazmidima izoliranim iz C1 (linija 2) i C5 (linija 6) kolonija nastaje 

DNA fragment dug �a�����������S�E���ã�W�R���V�X�J�H�U�L�U�D���G�D���M�H���X�P�H�W�D�N���S�U�D�Y�L�O�Q�R���R�U�L�M�H�Q�W�L�U�D�Q�����8���R�V�W�D�O�L�P���N�R�O�R�Q�L�M�D�P�D��

nalazi ukazuju da je umetak obrnuto orijentiran unutar mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3. U 

liniji 1 je nemutirani plazmid pcDNA/HA-�1�+�(�����L�Q�N�X�E�L�U�D�Q���V���+�L�Q�G�,�,�,���.�S�Q�,���N�R�M�L���V�O�X�å�L���N�D�R���N�R�Q�W�U�R�O�D�� M - 

�R�]�Q�D�þ�D�Y�D�������N�E�� marker DNA. 
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���������������,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H���X�P�H�W�N�D���S�R�P�R�ü�X��reakcije PCR  
 

Plazmide pcDNA/dHA-NHE3 s pravilno orijentiranim umetkom provjerila sam reakcijom PCR 

�N�D�N�R�� �E�L�K�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �S�R�W�Y�U�G�L�O�D�� �S�U�D�Y�L�O�Q�X�� �R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�X���� �5�H�D�N�F�L�M�X�� �V�D�P�� �S�U�R�Y�R�G�L�O�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �H�Q�]�L�P�D��Taq 

polimeraza �L�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �$���� �%�� �L�� �&���� �=�D�� �S�U�H�G�O�R�ã�N�H�� �V�D�P�� �N�R�U�L�V�W�L�O�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�L�� �S�O�D�]�P�L�G��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 

�V���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���$���L���%�����D���X���G�U�X�J�R�M���V���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���$���L���&�����8���V�O�X�þ�D�M�X���S�U�D�Y�L�O�Q�H���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H����Taq polimeraza bi 

u smjesi plazmida pcDNA/dHA-NHE3 �L�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �$�� �L�� �%���� �W�U�H�E�D�O�D�� �V�W�Y�R�U�L�W�L�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �G�X�O�M�L�Q�H�� �������� �S�E���� �8��

�V�O�X�þ�D�M�X���R�E�U�Q�X�W�H���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H�����Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���%���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�D���V�D���V�H�N�Y�H�Q�F�R�P���X�Q�X�W�D�U���X�P�H�W�N�D�����ü�H���V�H��

�S�R�þ�H�W�L���S�R�Q�D�ã�D�W�L���N�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���L���G�M�H�O�R�Y�D�W�L���ü�H���X���L�V�W�R�P���V�P�M�H�U�X���N�D�R���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$�����8���V�N�O�D�G�X���V���W�D�N�Y�L�P��

�S�R�Q�D�ã�D�Q�M�H�P���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���%�����X���U�H�D�N�F�L�M�V�N�L�P���V�P�M�H�V�D�P�D���V�H���Q�H�ü�H���V�W�Y�R�U�L�W�L���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�L���I�U�D�J�P�H�Q�W�L�����.�R�G���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H��

mutiranih plazmida pcDNA/dHA-NHE3 �V���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���$���L���&���V�L�W�X�D�F�L�M�D���E�L���E�L�O�D���R�E�U�Q�X�W�D����Taq polimeraza 

�E�L���X���V�O�X�þ�D�M�X���R�E�U�Q�X�W�H���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H���X�P�H�W�N�D�����X���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���S�R�]�L�W�L�Y�Q�L�K���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$���L���&���V�W�Y�R�U�L�O�D���I�U�D�J�P�H�Q�W���G�X�J��

�a���������S�E���M�H�U���E�L���V�H���V�D�G�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���&���S�R�Q�D�ã�D�O�D���N�D�R���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����1�D���V�O�L�F�L 16 je prikazan rezultat 

reakcije PCR. Nemutirani plazmid pcDNA/HA-NHE3 koristila sam kao kontrolu i rezultati su prikazani 

�X���O�L�Q�L�M�L�������L���������8���S�U�Y�R�M���O�L�Q�L�M�L���N�R�M�D���M�H���U�H�]�X�O�W�D�W���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���S�O�D�]�P�L�G�D���L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$���L���%���M�D�V�Q�R���V�H���Y�L�G�L���I�U�D�J�P�H�Q�W��

od �a939 pb koji nastaje kod pravilne sekvence. Nema fragmenta ukoliko je plazmid inkubiran sa 

�S�R�]�L�W�L�Y�Q�L�P���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���$���L���&���E�X�G�X�ü�L���G�D���V�H���X���Q�R�U�P�D�O�Q�R�M���V�H�N�Y�H�Q�F�L���R�E�M�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���S�R�Q�D�ã�D�M�X���N�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�H��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���� �,�G�H�Q�W�L�þ�D�Q�� �U�H�]�X�O�W�D�W�� �V�H�� �P�R�å�H�� �Y�L�G�M�H�W�L�� �X�� �O�L�Q�L�M�D�P�D�� �W�U�L���� �þ�H�W�L�U�L���� �ã�H�V�W�� �L�� �V�H�G�D�P�� �J�G�M�H�� �V�X�� �N�D�R�� �S�U�H�G�O�R�ã�F�L��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �P�X�W�L�U�D�Q�L�� �S�O�D�]�P�L�G�L��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 

�Q�H�P�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���R�G�����������S�E���E�X�G�X�ü�L���G�D���V�H���N�R�G���R�E�U�Q�X�W�H���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���%���S�R�þ�L�Q�M�H��

�S�R�Q�D�ã�D�W�L���N�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� 
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3.7. Ispitivanje u�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�L���G�H�O�H�F�L�M�H���S�R�P�R�ü�X���U�H�D�N�F�L�M�H PCR 

 

Mutirani plazmid pcDNA/HA-NHE3 stvoren je metodom povezivanja dvaju fragmenata, 

�I�U�D�J�P�H�Q�W�D���$�%���L���&�'�����S�U�H�N�R���S�U�H�N�O�R�S�Q�L�K���Q�D�V�W�D�Y�D�N�D���N�R�M�L���V�X���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�L���V�D���]�D�Y�U�ã�Q�R�P���V�H�N�Y�H�Q�F�R�P���S�U�Y�R�J��

���I�U�D�J�P�H�Q�W���$�%�����L���S�R�þ�H�W�Q�R�P���V�H�N�Y�H�Q�F�R�P���G�U�Xgog (fragment CD) fragmenta. Ovakvim pristupom sam iz 

sekvence HA-NHE3 izbacila sekvencu koja kod�L�U�D�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �/�H�X�������� �L�� �$�U�J������ pozicije. 

�8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���S�R�V�W�X�S�N�D���V�D�P���X���P�X�W�L�U�D�Q�R�P���S�O�D�]�P�L�G�X��pcDNA/dHA-NHE3 �G�R�G�D�W�Q�R���L�V�S�L�W�D�O�D���S�R�P�R�ü�X��reakcije 

�3�&�5�����=�D���S�R�þ�H�W�Q�Lce u reakciji PCR koristila �V�D�P���S�R�þ�H�W�Q�L�F�X���$���L���W�]�Y�����W�H�V�W�Q�X���S�R�þ�H�W�Q�L�F�X���7�����3�R�þ�H�W�Q�L�F�D���7���M�H��

�G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�D�� �N�D�R�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �þ�L�M�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�� �M�H�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�D�� �V�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�R�P�� �N�R�M�D�� �N�R�G�L�U�D��

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �R�G�� �*�O�X�������� �G�R�� �6�H�U�������� �S�R�]�L�F�L�M�H���� �G�D�N�O�H�� �X�Q�X�W�D�U�� �G�H�O�H�F�L�M�V�N�R�J�� �S�R�G�U�X�þ�M�D���� �8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �G�H�O�H�F�L�M�H��

 

 

Slika 16. Ispitivanje orijentacije umetka unutar mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3 

�S�R�P�R�ü�X reakcije PCR. �8�� �S�U�Y�H�� �G�Y�L�M�H�� �O�L�Q�L�M�H���� �N�D�R�� �S�U�H�G�O�R�å�D�N���� �V�D�P�� �N�R�U�L�V�W�L�O�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�L�� �S�O�D�]�P�L�G��

pcDNA/HA-�1�+�(���� �J�G�M�H�� �V�H�� �X�� �S�U�Y�R�M�� �O�L�Q�L�M�L�� �M�D�V�Q�R�� �Y�L�G�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�� �S�U�D�Y�L�O�Q�H�� �R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�ã�ü�X��

fragmenta od 939 pb dok u drugoj nema fragmenta koji bi �Q�D�V�W�D�R���X���V�O�X�þ�D�M�X���Q�H�L�V�S�U�D�Y�Q�H���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H����

�,�G�H�Q�W�L�þ�D�Q���U�H�]�X�O�W�D�W���V�H���P�R�å�H���Y�L�G�M�H�W�L���X���O�L�Q�L�M�D�P�D���W�U�L�����þ�H�W�L�U�L�����ã�H�V�W���L���V�H�G�D�P���J�G�M�H���V�X���N�D�R���S�U�H�G�O�R�ã�F�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L��

mutirani plazmidi pcDNA/dHA-NHE3 koji su u prethodnoj provjeri s restrikcijskim 

endonukleazama pokazali pravilnu orijentaciju. Zadnje dvije linije prikazuju plazmid pcDNA/dHA-

�1�+�(�����V���Q�H�L�V�S�U�D�Y�Q�R�P���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�R�P���L���M�D�V�Q�R���V�H���Y�L�G�L���X���O�L�Q�L�M�L���R�V�D�P���Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N���å�H�O�M�H�Q�R�J���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���R�G��

939 pb. �0���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�������N�E�� marker �'�1�$���]�D���S�U�R�F�M�H�Q�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�H fragmenata DNA. 
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sam ispitivala na mutiranim plazmidima u kojima sam dokazala ispravnu orijentaciju umetka (kolonije 

C1 i C5). Kao kontrolu koristila sam nemutirani plazmid pcDNA/HA-NHE3. Iz slike 17 je jasno vidljivo 

�G�D���3�&�5���U�H�D�N�F�L�M�D���V���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D���$���L T u prisutnosti kontrolnog plazmida stvara fragment �'�1�$���Y�H�O�L�þ�L�Q�H��

�P�D�O�R���L�V�S�R�G�������������S�E�����R�þ�H�N�L�Y�D�Q�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�D���M�H�������������S�E�������G�R�N���X���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���P�X�W�L�U�D�Q�L�K���S�O�D�]�P�L�G�D��pcDNA/dHA-

NHE3 (klonovi C1 i C5) reakcijom PCR izostaje navedeni fragment. 

 

 

3.8. Midi-prep izolacija plazmida pcDNA/dHA-NHE3  

 

 

Slika 17. Ispitivanje �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�L���G�H�O�H�F�L�M�H���V�H�N�Y�H�Q�F�H���N�R�M�D���N�R�G�L�U�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���/�H�X������-Arg609 u 

mutiranim plazmidima pcDNA/dHA-NHE3 �S�R�P�R�ü�X reakcije PCR. Prikazani su produkti PCR 

�U�H�D�N�F�L�M�D�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�L�K�� �X�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �$�� �L�� �W�H�V�W�Q�H�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �7�� �N�R�M�D�� �M�H��

komplementarna sekvenci unutar delecije. U prisutnosti plazmida pcDNA/HA-NHE3, nastaje 

fragment dug �a�����������S�E�����I�U�D�J�P�H�Q�W���M�H���S�U�R�ã�L�U�H�Q���X���U�D�V�S�R�Q�X���R�G����������-750 pb). U prisutnosti mutiranih 

plazmida pcDNA/dHA-NHE3 izostaje fragment u razini od 1000 pb. Na ovoj elektroforezi kao i u 

�E�U�R�M�Q�L�P���G�U�X�J�L�P���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�L�P�D�����X���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���$���L���7���Q�D�V�W�D�M�H���S�U�R�G�X�N�W���Q�D���Y�L�V�L�Q�L���R�G���S�U�L�E�O�L�å�Q�R����������

�S�E���N�R�M�L���Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���Q�H�N�X���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�X���U�H�D�N�F�L�M�X�������0���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�������N�E marker DNA za procjenu 

�Y�H�O�L�þ�L�Q�H fragmenata DNA. 
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�=�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �S�U�L�E�D�Y�O�M�D�Q�M�D�� �N�R�Q�D�þ�Q�R�J�� �G�R�N�D�]�D�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�L�� �G�H�O�H�F�L�M�H�� �X�� �P�X�W�L�U�D�Q�R�P�� �S�O�D�]�P�L�G�X��

pcDNA/dHA-NHE3 bilo je potrebno provesti sekvenciranje mutiranog plazmida. Stoga sam u cilju 

pribavljanja dovoljne koncentracije mutirano�J�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �L�� �Y�H�ü�H�� �þ�L�V�W�R�ü�H�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�H�� �'�1�$�� �S�U�R�Y�H�O�D��

�0�L�G�L�S�U�H�S�V���S�R�]�L�W�L�Y�Q�R���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�L�K���P�X�W�D�F�L�M�D���S�O�D�]�P�L�G�D��pcDNA/dHA-NHE3. Nakon izolacije odredila sam 

koncentracije mutiranih plazmida i poslala ih na sekvenciranje. 

 

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

 

Sekvenciranjem DNA �R�G�U�H�ÿ�X�M�H���V�H���Q�M�H�Q���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L���V�O�L�M�H�G�����1�D���R�Y�D�M���Q�D�þ�L�Q���P�R�å�H�P�R���R�G�U�H�G�L�W�L���V�O�L�M�H�G��

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J���J�H�Q�V�N�R�J���S�U�R�G�X�N�W�D���W�H���X�W�Y�U�G�L�W�L���M�H���O�L���W�L�M�H�N�R�P���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�R�J���N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�D���G�R�ã�O�R���G�R��

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

�$�Q�D�O�L�]�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���V�H�N�Y�H�Q�F�L���S�U�R�Y�H�G�H�Q�L�K���V���W�U�L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�����S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$���L���'���W�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�������������N�R�M�X��

�M�H���]�D���S�R�W�U�H�E�H���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�D���L�]�U�D�G�L�O�D���N�R�P�S�D�Q�L�M�D���0�D�F�U�R�J�H�Q�����=�D���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H���V�D�P���R�G�D�E�U�D�O�D���W�U�L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H��

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

�$�Q�D�O�L�]�H���V�D���V�Y�H���W�U�L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���V�X���S�R�N�D�]�D�O�H���G�D���V�X���G�H�O�H�F�L�M�D���å�H�O�M�H�Q�H���V�H�N�Y�H�Q�F�H���W�H���S�R�V�W�X�S�D�N���X�P�H�W�D�Q�M�D��

umetka u plazmid pcDNA/HA-NHE3 �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�L���� �1�D�� �V�O�L�F�L�� �������D���� �L�� �������E���� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �U�Hzultati 

sekvenciranja mutiranog plazmida pcDNA/dHA-NHE3 izoliranog iz C1 (Slika 18.a.) odnosno iz C5 

���6�O�L�N�D���������E�������X�]���S�R�P�R�ü���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���$���� 

�1�D���V�H�N�Y�H�Q�F�L���Q�D���V�O�L�N�D�P�D���������D�����L���E�����R�]�Q�D�þ�H�Q�R���M�H���P�M�H�V�W�R���G�H�O�H�F�L�M�H���N�Y�D�G�U�D�W�R�P���N�R�M�L���R�E�X�K�Y�D�ü�D���G�Y�L�M�H��

aminokiseline, kodirane nukleotidima 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 

�G�D�� �Q�H�P�D�� �J�U�H�ã�N�H�� �X�� �V�L�Q�W�H�]�L�� �W�H�� �G�D�� �V�H�� �U�D�G�L���R�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R���S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�M���G�H�O�H�F�L�M�L�� �L���O�L�J�D�Fiji mutiranog fragmenta. 

�6�H�N�Y�H�Q�F�D���S�U�H�N�U�L�Y�H�Q�D���S�U�R�]�L�U�Q�L�P���]�H�O�H�Q�L�P���N�Y�D�G�U�D�W�R�P���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���V�H�N�Y�H�Q�F�X���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R�J���P�M�H�V�W�D���]�D��PmaCI 

�N�R�M�L���M�H���S�R�V�O�X�å�L�R���]�D���X�P�H�W�D�Q�M�H���X�P�H�W�D�N�D���X��pcDNA/HA-NHE3. Analizom ove sekvence potvrdila sam da se 

umetak pravilno orijentirao. 
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a) 

 

  



52 
 

b) 
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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 

�L�]�R�O�L�U�D�Q�R�J���L�]���&�����S�R�P�R�ü�X���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$�����'�Y�L�M�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�����N�R�G�L�U�D�Q�H���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�L�P�D���7�$�&���L���*�$�&�����R�]�Q�D�þ�H�Q�H��

�N�Y�D�G�U�D�W�R�P�� �Q�D�� �V�O�L�F�L���� �V�X�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �N�R�M�L�K�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�R�� �L�]�E�D�þ�H�Q�L�� �V�O�L�M�H�G�� �R�G�� ������ �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D����

�$�Q�D�O�L�]�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �L�V�S�U�H�G�� �L�� �L�]�D�� �P�M�H�V�W�D�� �G�H�O�H�F�L�M�H�� �S�R�W�Y�U�G�L�O�D�� �M�H�� �G�D�� �Q�H�P�D�� �J�U�H�ã�N�H�� �X�� �V�L�Q�W�H�]�L�� �W�H�� �G�D�� �V�H�� �U�D�G�L�� �R��

�X�V�S�M�H�ã�Q�R���S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�M���G�H�O�H�F�L�M�L���� �'�U�X�J�L���� �R�]�Q�D�þ�H�Q�L���V�O�L�M�H�G�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���S�U�L�N�D�]�X�M�H�� �3�P�D�&�,�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R���P�M�H�V�W�R��

�þ�L�M�D�� �M�H�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �S�R�W�Y�U�G�L�O�D�� �G�D�� �V�H�� �X�P�H�W�D�N�� �S�U�D�Y�L�O�Q�R�� �R�U�L�M�H�Q�W�L�U�D�R���� �E���� �6�K�H�P�D�W�V�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �D�Q�D�O�L�]�H��

sekvence pcDNA/dHA-�1�+�(�����L�]�R�O�L�U�D�Q�R�J���L�]���&�����S�R�P�R�ü�X���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���$���S�R�N�D�]�X�M�H���L�G�H�Q�W�L�þ�Q�H���U�H�]�X�O�W�D�W�H. 

 

 

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

 

Mutirane plazmide pcDNA/dHA-NHE3 �þ�L�M�H���V�X���G�H�O�H�F�L�M�H���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�H���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H�P���N�R�U�L�V�W�L�O�D���V�D�P��

�]�D�� �W�U�D�Q�V�I�H�N�F�L�M�X�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �O�L�Q�L�M�X�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�D�� �3�6����������Kao kontrolu koristila sam nemutirani plazmid 

pcDNA/HA-NHE3. �8�]�J�R�M�H�P���V�W�D�Q�L�F�D���X���V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�P���P�H�G�L�M�X���V���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�R�P���E�L�O�R���M�H���P�R�J�X�ü�H���Y�L�G�M�H�W�L���G�D���O�L���M�H��

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

Kako plazmid pcDNA 3.1(+) �V�D�G�U�å�L���J�H�Q���]�D���R�W�S�R�U�Q�R�V�W���Q�D���D�Q�W�L�E�L�R�W�Lk tako �R�Q���R�P�R�J�X�üuje stanicama 

�S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H�� �X�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�P�� �P�H�G�L�M�X����Stanice transfecirane mutiranim i nemutiranim plazmidom sam 

�R�G�U�å�D�Y�D�O�D���X���V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�P���P�H�G�L�M�X���V���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�R�P���*������ i kroz period od dva tjedna �G�Y�D���S�X�W�D���S�U�H�V�D�ÿ�L�Y�D�O�D. 

�7�L�M�H�N�R�P�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D���� �Y�H�ü�L�Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�� �P�X�W�L�U�D�Q�L�P���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �Q�H�P�X�W�L�U�D�Q�L�P�� �S�O�D�]�P�L�G�R�P�� �M�H�� �S�U�H�å�L�Y�M�H�O�D�� �ã�W�R��

�]�Q�D�þ�L�� �G�D�� �M�H�� �W�U�D�Q�V�I�H�N�F�L�M�D�� �X�V�S�M�H�O�D�����1�D�N�R�Q�� �G�U�X�J�R�J�� �S�U�H�V�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���� �N�D�G�D�� �V�X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�R�V�W�L�J�O�H�� ����-70% 

konfluentnosti, nastavila sam s zakiseljavanjem. 

Nakon potvrde transfekcije, provela sam zakiseljavanje koje mi je trebalo pokazati �R�þ�X�Y�D�Q�R�V�W 

bazalne funkcije membranskog NHE3. Zakiseljavanjem stanica tek manji dio stanica je uginuo �ã�W�R��

�S�R�N�D�]�X�M�H���G�D���M�H���Q�D�M�Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L�M�H���G�R�ã�O�R���L�O�L���G�R���E�R�O�M�H���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���1�+�(�����L�O�L���M�H���L�]�E�D�F�L�Y�D�Q�M�H���U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�H���G�R�P�H�Q�H��

Leu586-Ar�J���������N�R�M�D���X�J�O�D�Y�Q�R�P���G�M�H�O�X�M�H���L�Q�K�L�E�L�U�D�M�X�ü�H���S�R�V�S�M�H�ã�L�O�R��bazalnu �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���1�+�(�����ã�W�R���M�H���U�H�]�X�O�W�L�U�D�O�R��

�E�R�O�M�L�P���S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H�P���W�U�D�Q�V�I�H�F�L�U�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D. �,���Q�D�N�R�Q���]�D�N�L�V�H�O�M�D�Y�D�Q�M�D���R�S�D�å�H�Q�R���M�H���G�D���S�U�R�S�D�G�D���Q�H�]�Q�D�W�Q�R��

�Y�L�ã�H���V�W�D�Q�L�F�D���W�U�D�Q�V�I�H�F�L�U�D�Q�L�K���Q�H�P�X�W�L�U�D�Q�L�P���S�O�D�]�P�L�G�R�P���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L��sa propadanjem stanica transfeciranih 

mutiranim plazmidom.  
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Na+/H+ �L�]�P�M�H�Q�M�L�Y�D�þ�L�� ���1�+�(�V���� �V�X�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �Y�D�å�Q�L�� �]�D�� �E�U�R�M�Q�H�� �I�L�]�R�O�R�ã�N�H�� �S�U�R�F�H�V�H����

�2�G�J�R�Y�R�U�Q�L�� �V�X�� �]�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �K�R�P�H�R�V�W�D�]�H�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �S�+�� �L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �Y�R�O�X�P�H�Qa, 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 

�L�P�D���X�O�R�J�X���X���L�]�P�M�H�Q�L���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���++ za izvans�W�D�Q�L�þ�Q�L���1�D+ dok je citoplazmatska domena odgovorna 

�]�D���U�H�J�X�O�D�F�L�M�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���1�+�(�V���W�D�N�R���ã�W�R���S�R�V�U�H�G�X�M�H���X���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���E�U�R�M�Q�L�K���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D���L���V�W�L�P�X�O�D�W�R�U�D�� 

�'�R���V�D�G�D���M�H���R�W�N�U�L�Y�H�Q�R���G�H�Y�H�W���L�]�R�R�E�O�L�N�D�����R�G���N�R�M�L�K���V�X���Q�D�M�Y�L�ã�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�L���L�]�R�R�E�O�L�F�L���1�+�(�������1�+�(�����L��

NHE3. Serijom to�þ�N�D�V�W�L�K���P�X�W�D�F�L�M�D���L���G�H�O�H�F�L�M�D�P�D���]�D�Y�U�ã�Q�L�K���G�L�M�H�O�R�Y�D���R�W�N�U�L�Y�H�Q�D���V�X���P�Q�R�J�R�E�U�R�M�Q�D���U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�D��

�P�M�H�V�W�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�L�K�� �G�R�P�H�Q�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �L�]�R�R�E�O�L�N�D�� �1�+�(�� �N�D�R�� �L�� �Y�D�å�Q�R�V�W�� �N�R�M�X�� �S�R�M�H�G�L�Q�D��

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

Tako su i�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���N�R�G���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(�����S�R�N�D�]�D�O�D���G�D���V�H���X�Q�X�W�D�U���V�O�L�M�H�G�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D��������-816 

�Q�D�O�D�]�H���P�Q�R�J�D���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�V�N�D���P�M�H�V�W�D���L���G�D���V�H���Q�M�H�J�R�Y�L�P���R�G�V�L�M�H�F�D�Q�M�H�P���U�H�J�X�O�D�F�L�M�D���S�R�P�R�ü�X���N�L�Q�D�]�D���V�P�D�Q�M�L�O�D��

�]�D�� ���������� �V�X�J�H�U�L�U�D�M�X�ü�L�� �G�D�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D�� �Q�H�N�R�J�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �V�H�N�Y�H�Qce NHEs nije jedini 

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

Studije koje su na proteinu NHE3 nastojale odrediti regulacijske regije unutar citoplazmatske 

�G�R�P�H�Q�H���X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�O�H���V�X���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���W�R�þ�N�D�V�W�L�K���P�X�W�D�F�L�M�D�����G�H�O�H�F�L�M�H���]�D�Y�U�ã�Q�L�K���G�L�M�H�O�R�Y�D���F�L�W�Rplazmatske domene 

ili stvaranje peptida sastavljenih od sljedova aminokiselina pojedinih segmenata citoplazmatske 

�G�R�P�H�Q�H�����2�Y�H���V�X���V�W�X�G�L�M�H���S�R�N�D�]�D�O�H���G�D���V�H���F�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�D���G�R�P�H�Q�D���P�R�å�H���J�U�X�E�R���S�R�G�L�M�H�O�L�W�L���X���G�Y�L�M�H���U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�H��

domene; jedne stimulacijske (Asn475 do Tyr585) i druge inhibicijske (Tyr585 do Met832) domene. 

�3�U�H�N�R���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�V�N�H�� �G�R�P�H�Q�H���G�M�H�O�X�M�X���I�D�N�W�R�U�L�� �U�D�V�W�D�� ���S�R�S�X�W���I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�Q�R�J�� �I�D�N�W�R�U�D�� �U�D�V�W�D���� �)�*�)������ �R�N�D�G�D�L�þ�Q�D��

�N�L�V�H�O�L�Q�D�����I�H�W�D�O�Q�L���J�R�Y�H�ÿ�L���V�H�U�X�P�������G�R�N���S�U�H�N�R���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�V�N�H���G�R�P�H�Q�H���G�M�H�O�X�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���S�U�R�W�H�L�Q���N�L�Q�D�]�H�����S�U�Rtein 

kalmodulin (CaM), fosfolipaze (Donowitz i sur., 1996.). Danas se zna da je protein NHE3 istodobno 

�U�H�J�X�O�L�U�D�Q���S�U�H�N�R���Y�L�ã�H���U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�L�K���P�M�H�V�W�D����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 II, �S�R�P�R�ü�Q�L�ü�N�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �1�+�(�5�)�� ���� �L�� ������

kazein kinaza 2 (CK2) i PLC�J kao i za ezrin koji se na o�Y�D�M���V�H�J�P�H�Q�W���Y�H�å�H���G�L�U�H�N�W�Q�R���L�O�L���L�Q�G�L�U�H�N�W�Q�R���S�U�H�N�R��

proteina NHERF. (Ikeda i sur. 1997.) 

Da li je i koliko vezanje regulatora za ovaj segment iz inhibitornog dijela citoplazmatske domene 

�N�O�M�X�þ�D�Q���]�D���Q�M�L�K�R�Y�X���U�H�J�X�O�D�F�L�M�X���P�R�J�X�ü�H���M�H���L�V�S�L�W�D�W�L���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�P���Q�D�Y�H�G�H�Q�R�J���V�H�Jmenta. Time bi se otvorila 

�P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�D�O�M�Q�L�K���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D���X�W�M�H�F�D�M�D���V�S�R�P�H�Q�X�W�L�K���U�H�J�X�O�D�W�R�U�D���Q�D���S�U�R�W�H�L�Q���1�+�(���� 

 

4.1 Konstrukcija mutiranog fragmenta AD 
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�8���G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�M�X���S�R�V�W�X�S�N�D���N�R�M�L�P���E�L�K���L�]���1�+�(�����X�N�O�R�Q�L�O�D���V�H�N�Y�H�Q�F�X���R�G���L�Q�W�H�U�H�V�D���S�U�Y�R���V�D�P���S�R�N�X�ã�D�O�D���V��

metodom koja je u�N�O�M�X�þ�L�Y�D�O�D�� �S�U�L�P�M�H�Q�X�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�K�� �H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�D�� �V�� �N�R�M�L�P�D�� �E�L�� �V�H�� �L�]��NHE3 izrezala 

sekvenca koja kodira segment Leu586-�$�U�J���������� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�K�� �P�M�H�V�W�D�� �X�Q�X�W�D�U��

plazmida pcDNA/HA-NHE3 �Q�L�V�D�P���X�V�S�M�H�O�D���S�U�R�Q�D�ü�L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���H�Q�]�L�P�H�����6�Y�D�N�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L��enzim koji 

�V�H���P�R�J�D�R���N�R�U�L�V�W�L�W�L���X���V�Y�U�K�X���L�V�L�M�H�F�D�Q�M�D���å�H�O�M�H�Q�H���V�H�N�Y�H�Q�F�H���L�P�D�R���M�H���L�O�L���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R���P�M�H�V�W�R���X�Q�X�W�D�U���S�O�D�]�P�L�G�D��

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

�3�R�N�X�ã�D�M�L�� �L�V�L�M�H�F�D�Q�M�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �V�H�J�P�H�Q�D�W�D�� �L�]�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�Nog dijela NHE3 nisu se isto tako u 

�V�X�U�D�G�Q�L�þ�N�R�P���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�X�����R�V�R�E�Q�L���N�R�Q�W�D�N�W�L���V���S�U�R�I�����'�R�Q�R�Z�L�W�]�R�P�����S�R�N�D�]�D�O�L���X�V�S�M�H�ã�Q�L�P�����$�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�Q�L���S�U�L�V�W�X�S��

�N�R�M�L���V�X���N�R�U�L�V�W�L�O�L���E�D�]�L�U�D�R���V�H���Q�D���L�]�U�D�G�L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���N�R�M�H���V�X���V�M�H�G�D�O�H���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���S�U�L�M�H�����Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����L��

neposredno p�R�V�O�L�M�H�����S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����P�M�H�V�W�D���G�H�O�H�F�L�M�H�����7�L�M�H�N�R�P���U�H�D�N�F�L�M�H���3�&�5���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���E�L���Q�D�S�U�D�Y�L�O�H��

�F�L�M�H�O�L���N�U�X�J���R�N�R���S�O�D�]�P�L�G�D�����D���S�O�D�]�P�L�G���E�L���V�H���S�R�W�R�P���U�H�F�L�U�N�X�O�L�U�D�R���S�R�P�R�ü�X���H�Q�]�L�P�D��ligaze. Prednost ove metode 

�M�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�D���M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�R�V�W���L���P�D�O�L���E�U�R�M���S�R�V�W�X�S�D�N�D�����P�H�ÿ�X�W�L�P���Q�H�J�D�Wivna strana ovakvog pristupa vezana je 

�X�]���S�R�Y�H�ü�D�Q�X���Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�V�W���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���J�U�H�ã�D�N�D�����P�X�W�D�F�L�M�D�����W�L�M�H�N�R�P���X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�D�����8���Q�M�L�K�R�Y�L�P���U�X�N�D�P�D���J�U�H�ã�N�H��

�V�X���V�H���M�D�Y�O�M�D�O�H���X�þ�H�V�W�D�O�R���ã�W�R���M�H���E�L�R���U�D�]�O�R�J���]�D���Q�M�L�K�R�Y�R���R�G�X�V�W�D�M�D�Q�M�H���R�G���R�Y�H���P�H�W�R�G�H�����=�D���V�Y�D�N�L���V�O�X�þ�D�M���S�R�N�X�ã�D�O�D��

sam napravit�L���G�H�O�H�F�L�M�X���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���L�V�W�X���P�H�W�R�G�X�����P�H�ÿ�X�W�L�P���Q�L�V�D�P���X�V�S�M�H�O�D���G�R�E�L�W�L���å�H�O�M�H�Q�L���U�H�]�X�O�W�D�W�� 

�6�W�R�J�D�� �V�D�P�� �Q�D�V�W�R�M�D�O�D�� �S�U�R�Q�D�ü�L�� �D�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�Q�X�� �P�H�W�R�G�X�� �N�R�M�D�� �E�L�� �X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�O�D�� �3�&�5�� �E�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �V�D�P�� �V��

�3�&�5�R�P�� �P�R�J�O�D�� �S�U�H�F�L�]�Q�R�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �N�R�M�L�� �ü�X�� �V�H�J�P�H�Q�W�� �L�]�U�H�]�D�W�L�� �L�]�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H��NHE3���� �3�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P se kao 

�Q�D�M�S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y�L�M�D���S�R�N�D�]�D�O�D���3�&�5���P�H�W�R�G�D���S�U�H�N�O�R�S�Q�L�K���Q�D�V�W�D�Y�D�N�D�����5�D�G�L���V�H���R���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���Q�R�Y�R�M���P�H�W�R�G�L���þ�L�M�H���V�X��

�Y�H�O�L�N�H�� �S�U�H�G�Q�R�V�W�L�� �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�R�V�W�� �L�]�Y�H�G�E�H���� �N�U�D�W�N�R�ü�D�� �Y�U�H�P�H�Q�D�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�J�� �]�D�� �S�U�R�Y�H�G�E�X�� �S�R�V�W�X�S�N�D�� �L��

jednostavna konstrukcija fragmenata DNA koje u svojim pre�N�O�R�S�Q�L�P�� �Q�D�V�W�D�Y�F�L�P�D�� �V�D�G�U�å�H�� �å�H�O�M�H�Q�X��

�P�X�W�D�F�L�M�X�� ���+�H�F�N�P�D�Q�� �L�� �3�H�D�V�H�� ���������������� �'�X�O�M�L�Q�D�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �R�Y�L�V�L�� �R�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�P�� �P�M�H�V�W�L�P�D�� �N�R�M�D�� �ü�H�� �V�H�� �X��

kasnijim koracima postupka iskoristiti za umetanje novostvorenog fragmenta s delecijom u plazmid. 

�.�D�N�R���V�H���R�E�L�þ�Q�R���U�D�G�L���R���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���N�U�D�W�N�L�P���I�U�D�J�P�H�Q�W�L�P�D���W�D�N�R���M�H���L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���Q�D�V�W�D�Q�N�D���J�U�H�ã�D�N�D���S�U�L�O�L�N�R�P��

�U�H�D�N�F�L�M�D���3�&�5���N�R�M�L�P�D���V�H���I�U�D�J�P�H�Q�W�L���X�P�Q�R�å�D�Y�D�M�X���V�Y�H�G�H�Q�D���Q�D���P�L�Q�L�P�X�P�������+�R�U�W�R�Q���L���V�X�U�������������������� 

Pri �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�Mu endonukleaza koje bi se koristile u svrhu umetanja fragmenta u plazmid �N�O�M�X�þ�Q�R��

je �S�D�]�L�W�L���Q�D���V�O�L�M�H�G�H�ü�H�����������G�D���H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�H���U�H�å�X���S�O�D�]�P�L�G���L���X�P�H�W�D�N���S�U�L�M�H���L���S�R�V�O�L�M�H���S�R�G�U�X�þ�M�D���G�H�O�H�F�L�M�H�����������G�D��

�V�H�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�D�� �P�M�H�V�W�D�� �Q�D�O�D�]�H�� �X�� �S�R�G�U�X�þ�M�X�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �L�]�P�H�ÿ�X��krajnjih �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����X�� �Q�D�ã�R�M�� �V�X�� �V�W�X�G�L�M�L�� �W�R��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�H��A i D), i 3) da potencijalne restrikcijske endonukleaze ne djeluju i unutar plazmida pcDNA 

3.1(+). Za potrebe ove studije �Q�D�ã�O�D�� �V�D�P�� �G�D��unutar NHE3 jedino enzim PmaCI �]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�� �W�U�D�å�H�Q�H��

uvjete. Endonukleaza PmaCI nije djelovala na plazmid, a sekvencu NHE3 je cijepala na dva mjesta, 

�S�U�L�M�H�����L�]�P�H�ÿ�X��C840-G841) i poslije (C1914-G1915) mjesta delecije�����0�H�ÿ�X�W�L�P���R�W�H�å�D�Y�D�M�X�üa je okolnost 

da PmaCI pri rezanju stvara tupe krajeve �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �M�H��postojala velika vjerojatnost da se krajevi 

�W�U�H�W�L�U�D�Q�R�J�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �S�R�V�W�X�S�N�D�� �O�L�J�D�F�L�M�H�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �S�R�Y�H�å�X��odnosno da se umetak ugradi s 

obrnutom orijentacijom. 
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�3�R�V�W�X�S�D�N�� �L�]�U�D�G�H�� �P�X�W�D�F�L�M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �L�]�U�D�G�H�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �V�� �S�U�H�N�O�R�S�Q�L�P�� �Q�D�V�W�D�Y�F�L�P�D�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �V�H�� �X��

�Q�D�ã�L�P���U�X�N�D�P�D���S�R�X�]�G�D�Q�R�P���L���X���N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�R�P���P�H�W�R�G�R�P���X���N�R�M�R�M���M�H���Q�D�M�]�D�K�W�M�H�Y�Q�L�M�L���G�L�R��

bio odrediti najpovoljnije temperature spajanja i omjere koncentracija fragmenata. U �Q�D�ã�H�P�� �S�U�L�V�W�X�S�X��

najbolji je rezultat postignut pri omjeru koncentracija fragmenata 4:1 (AB:CD) i pri temperaturi od 55 
oC.  

U originalnu metodu povezivanja fragmenata s preklopnim nastavcima unijela sam modifikaciju 

�N�R�M�D���Q�D�P���M�H���]�Q�D�W�Q�R���R�O�D�N�ã�D�O�D���X�P�Q�D�å�D�Q�M�H���å�H�O�M�H�Q�R�J���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���$�'�����3�U�L�M�H���N�R�Q�D�þ�Q�H���U�H�D�N�F�L�M�H���X�P�Q�D�å�D�Q�M�D���$�'��

�I�U�D�J�P�H�Q�W�D�����N�R�M�L���V�D�P���S�U�R�Y�H�O�D���X���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$���L���'�����X�Y�H�O�D���V�D�P���P�H�ÿ�X�N�R�U�D�N���X���N�R�M�H�P���V�D�P���L�]�R�O�L�U�D�Q�H��

fragmente s preklopnim nastavkom (AB i C�'���� �S�R�P�L�M�H�ã�D�O�D�� �Q�D�M�S�U�L�M�H�� �V�� �S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P�� �L�� �E�H�]�� �X�Y�R�ÿ�H�Q�M�D��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����2�Y�L�P���V�D�P���P�H�ÿ�X�N�R�U�D�N�R�P���R�P�R�J�X�ü�L�O�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���P�D�O�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���V���G�H�O�H�F�L�M�R�P�����I�U�D�J�P�H�Q�W��

�$�'�����N�R�M�D���M�H���S�R�V�O�M�H�G�Q�M�H�P���N�R�U�D�N�X���S�R�V�O�X�å�L�O�D���N�D�R���S�U�H�G�O�R�å�D�N���]�D���Q�M�H�J�R�Y�R���X�V�S�M�H�ã�Q�R���X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�H���X���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L��

polim�H�U�D�]�D���L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���$���L���'�� 

�6�O�L�M�H�G�H�ü�L���N�R�U�D�F�L���X���V�W�Y�D�U�D�Q�M�X���P�X�W�L�U�D�Q�R�J���S�O�D�]�P�L�G�D��pcDNA/dHA-NHE3 �S�U�R�Y�H�G�H�Q�L���V�X���P�D�Q�M�H���Y�L�ã�H��

�U�X�W�L�Q�V�N�L�����X�]���L�]�X�]�H�W�D�N���Y�H�]�D�Q���]�D���R�G�D�E�L�U���N�R�O�R�Q�L�M�D���N�R�M�H���V�D�G�U�å�H���S�O�D�]�P�L�G�H���V���S�U�D�Y�L�O�Q�R���R�U�L�M�H�Q�W�L�U�D�Q�L�P���X�P�H�W�N�R�P����

�8���W�X���V�Y�U�K�X���R�G�D�E�U�D�O�D���V�D�P���V�O�X�þ�D�M�Q�L�P���L�]�E�R�U�R�P���Y�L�ã�H���N�R�O�R�Q�L�M�D���L�]���N�R�M�L�K���V�X���L�]�R�O�L�U�D�Q�L���S�O�D�]�P�L�G�L��pcDNA/dHA-

NHE3, u koje sam prethodno postupkom ligacije ugradila umetak, fragment s delecijom tretiran 

endonukleazom PmaCI. Zbog tupih krajeva nastalih djelovanjem PmaCI umetak se u plazmid mogao 

ugraditi u bilo kojoj orijentaciji, pravilnoj ili obrnutoj. Odabir kolonije s plazmidom u kojem je umetak 

�R�U�L�M�H�Q�W�L�U�D�Q�� �S�U�D�Y�L�O�Q�R�� �E�L�O�D�� �M�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�� �þ�L�V�W�H�� �V�O�X�þ�D�M�Q�R�V�W�L���� �6�� �G�U�X�J�H�� �V�W�U�D�Q�H���� �G�H�I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P�� �W�X�S�L�K�� �N�U�D�M�H�Y�D��

plazmida pcDNA/HA-NHE3 �X�V�S�M�H�ã�Q�R���V�D�P���V�S�U�L�M�H�þ�L�O�D���Q�M�H�J�R�Y�X���U�H�F�L�N�Xlaciju bez umetka. 

�=�D�� �S�U�R�Y�M�H�U�X�� �S�U�D�Y�L�O�Q�H�� �R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H�� �X�P�H�W�N�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �Y�H�N�W�R�U�D�� �R�G�O�X�þ�L�O�D�� �V�D�P�� �V�H�� �]�D�� �P�H�W�R�G�X�� �V��

restrikcijskim endonukleazama. Jednostavna i brza metoda koja daje jasne rezultate. Jedini joj je 

�Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N���ã�W�R���M�H���þ�H�V�W�R���W�H�ã�N�R���S�U�R�Q�D�ü�L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���H�Q�]�L�P�H���N�R�M�L�P���E�L���V�H���P�R�J�O�R���O�D�N�R���W�H�V�W�L�U�D�W�L���X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W��

�X�J�U�D�G�Q�M�H���X�P�H�W�N�D���V���S�U�D�Y�L�O�Q�R�P���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�R�P���X���S�O�D�]�P�L�G�����6�U�H�W�Q�D���R�N�R�O�Q�R�V�W���M�H���E�L�O�D���G�D���V�D�P���X�V�S�M�H�O�D���S�U�R�Q�D�ü�L��

�G�Y�L�M�H���H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�H���N�R�M�H���V�X���V�H���S�R�N�D�]�D�O�H���L�]�Y�U�V�Q�L�P���R�U�X�ÿ�H�P���]�D���S�U�R�Y�M�H�U�X���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H���X�P�H�W�N�D���X���P�X�W�L�U�D�Q�R�P��

plazmidu pcDNA/dHA-NHE3 �ã�W�R���M�H���Q�D�M�E�R�O�M�H���S�R�N�D�]�D�Q�R���Q�D���V�O�L�F�L�����������,�]���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H���M�H���Y�U�O�R���M�D�V�Q�R���Y�L�G�O�M�L�Y�R��

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. 

�7�D�N�R�ÿ�H�U���V�D�P���å�H�O�M�H�O�D���G�R�N�D�]�D�W�L���X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���G�H�O�H�F�L�M�H���S�R�P�R�ü�X���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�K���H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�D�����P�H�ÿ�X�W�L�P����

�S�R�ã�W�R���Q�L�V�D�P���X�V�S�M�H�O�D���Q�D�ü�L���H�Q�G�R�Q�X�N�O�H�D�]�X���N�R�M�D���L�P�D���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R���P�M�H�V�W�R���X�Q�X�W�D�U���S�R�G�U�X�þ�M�D���G�H�O�H�F�L�M�H�����R�V�O�R�Q�L�O�D��

�V�D�P���V�H���Q�D���U�H�D�N�F�L�M�X���3�&�5���L���Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�X�����7���� �N�R�M�D���V�M�H�G�D���X�Q�X�W�D�U���S�R�G�U�X�þ�M�D���G�H�O�H�F�L�M�H�����,�D�N�R���W�L�M�H�N�R�P���U�H�D�N�F�L�M�H��

�3�&�5���X�Y�L�M�H�N���S�R�V�W�R�M�L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J���Y�H�]�D�Q�M�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���N�D�R���L���Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K���P�X�W�D�F�L�M�D���G�R�E�L�O�D���V�D�P��

�M�D�V�D�Q���G�R�N�D�]���X�V�S�M�H�ã�Q�H���P�X�W�D�F�L�M�H���N�R�M�X���V�D�P���G�R�G�D�W�Q�R���S�R�W�Y�U�G�L�O�D���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H�P�� 

�����������7�U�D�Q�V�I�H�N�F�L�M�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���Oinije fibroblasta PS120 i zakiseljavanje stanica 
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Pored stvaranja plazmida s mutiranim genom za HA-NHE3 �L�]�� �N�R�M�H�J���M�H���L�]�E�D�þ�H�Q�R���U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�R��

�S�R�G�U�X�þ�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ��������-���������� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���� �F�L�O�M�� �P�L�� �M�H�� �E�L�R�� �S�R�N�D�]�D�W�L�� �L�� �K�R�ü�H�� �O�L�� �G�H�O�H�F�L�M�D�� �W�R�J�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�R�J��

�S�R�G�U�X�þ�M�D�� �X�W�M�H�F�D�Wi na funkcionalnost mutiranog NHE3 eksprimiranog u membrani stanica. Kako bih 

�L�V�S�L�W�D�O�D�� �E�D�]�L�þ�Q�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �P�X�W�L�U�D�Q�R�J�� �1�+�(������ �S�O�D�]�P�L�G��pcDNA/dHA-NHE3 �V�D�P�� �W�U�D�Q�V�I�H�F�L�U�D�O�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X��

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 

�L�]�O�R�å�L�O�D��mediju sa selektivnim antibiotikom �*���������W�H�V�W�L�U�D�M�X�ü�L���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���S�O�D�]�P�L�G�D���X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D��

�E�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �V�X�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�P�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�X�� �P�R�J�O�H�� �S�U�H�å�L�Y�M�H�W�L�� �V�D�P�R�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�� �S�O�D�]�P�L�G�R�P�� �N�R�M�L��

posjeduje gen za otpornost �Q�D�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�L�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N���� �3�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D���M�H�� �E�L�O�R���S�U�L�E�O�L�å�Q�R���S�R�G�M�H�G�Q�D�N�R����

�P�H�ÿ�X�W�L�P���� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �S�R�V�W�X�S�N�D�� �]�D�N�L�V�H�O�M�D�Y�D�Q�M�D�� �N�R�M�L�P�D�� �V�D�P�� �å�H�O�M�H�O�D�� �W�H�V�Wirati ekspresiju mutiranog i 

�Q�H�P�X�W�L�U�D�Q�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(�����X���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���P�H�P�E�U�D�Q�L���S�R�N�D�]�D�O�D���M�H���U�D�]�O�L�N�H���L�]�P�H�ÿ�X���W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����.�R�G��

kontrolnih stanica transfeciranih nemutiranim plazmidom pcDNA/HA-NHE3 �E�L�O�R���M�H���Y�L�ã�H���P�U�W�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D��

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 

�H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���X���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���P�H�P�E�U�D�Q�L�����8�S�U�D�Y�R���V�X�S�U�R�W�Q�R�����V���R�E�]�L�U�R�P���G�D���V�D�P���G�H�O�H�W�L�U�D�O�D���V�H�J�P�H�Q�W���X�Q�X�W�D�U���S�U�R�W�H�Lna 

�1�+�(�����]�D���N�R�M�L���M�H���S�R�N�D�]�D�Q�R���G�D���X�J�O�D�Y�Q�R�P���G�M�H�O�X�M�H���L�Q�K�L�E�L�U�D�M�X�ü�H�����ä�L�å�D�N���L���V�X�U�����������������6�D�U�N�H�U���L���V�X�U�������������������=�K�D�R��

�L���V�X�U�������������������P�R�J�X�ü�H���M�H���G�D���M�H���G�R�ã�O�R���G�R���E�R�O�M�H���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(�����L�O�L���G�R���E�R�O�M�H���E�D�]�D�O�Q�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L����

Radi  li se ovdje o prvom ili drugom razlogu i�O�L�� �P�R�å�G�D���Q�M�L�K�R�Y�R�M���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�L�� �R�V�W�D�M�H�� �G�D�� �V�H�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D���X��

nastavku studije. 

�1�D�L�P�H�����S�R�N�D�]�D�Q�R���M�H���G�D���W�Y�D�U�L���N�R�M�H���S�U�H�N�R���Q�D�ã�H�J���G�H�O�H�W�L�U�D�Q�R�J���V�H�J�P�H�Q�W�D���U�H�J�X�O�L�U�D�M�X���S�U�R�W�H�L�Q���1�+�(������

poput CaMKII, CK2, PLC�J �L�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �1�+�(�5�)���� �L�� �1�+�(�5�)������ �G�M�H�O�X�M�X�� �W�D�N�R�� �G�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X��

�Q�M�H�J�R�Y�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���Q�D���P�H�P�E�U�D�Q�L���L���L�O�L���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���1�+�(�����S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P���I�R�V�I�D�W�Q�L�K���P�M�H�V�W�D���X�Q�X�W�D�U��

citoplazmatskog dijela proteina NHE3.  

S obzirom da su se na sekvenci NHE3 �Y�H�ü�L�Q�R�P���S�U�R�Y�R�G�L�O�H���W�R�þ�N�D�V�W�H���P�X�W�D�F�L�M�H���L�O�L���G�H�O�H�F�L�M�H���F�L�M�H�O�L�K��

�]�D�Y�U�ã�Q�L�K�� �G�L�M�H�O�R�Y�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �Y�D�å�Q�R�� �M�H�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�W�L�� �N�D�N�D�Y�� �E�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �1�+�(���� �L�P�D�O�R�� �L�V�L�M�H�F�D�Q�M�H��

�P�D�Q�M�L�K���V�H�J�P�H�Q�D�W�D���L�]���F�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�R�J���G�L�M�H�O�D���1�+�(�������1�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���P�R�å�H���V�H���W�H�V�W�L�U�D�W�L���G�M�H�O�X�M�X���O�L���U�H�J�X�O�D�W�R�U�L��

�1�+�(������ �V�D�P�R�� �S�U�H�N�R�� �L�V�M�H�þ�H�Q�R�J�� �V�H�J�P�H�Q�W�D�� �L�O�L�� �V�X�� �X�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �1�+�(���� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �G�L�M�H�O�R�Y�L��

sekvence koje se nalaze prije ili poslije mjesta delecije.  

Stvaranje mutirane molekule NHE3 iz koje sam izbacila regulacijsku domenu predstavlja stoga 

�G�R�E�U�X���R�V�Q�R�Y�X���]�D���G�D�O�M�Q�M�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D���U�H�J�X�O�D�W�R�U�D���N�R�M�L���G�M�H�O�X�M�X���S�U�H�N�R���Q�D�ã�H�J���V�H�J�P�H�Q�W�D��

�Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���1�+�(�����P�R�O�H�N�X�O�H�����0�H�ÿ�X���S�U�Y�L�P���V�W�Y�D�U�L�P�D���E�L�W�L���ü�H���Y�D�å�Q�R���R�G�U�H�G�L�W�L���J�X�E�L���O�L���V�H���U�H�J�X�O�D�F�L�M�D���1�+�(����

�S�U�H�N�R���U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�D���1�+�(�5�)�����]�D���N�R�M�H�J���M�H���S�R�N�D�]�D�Q�R���G�D���M�H���Y�D�å�D�Q���X���Q�R�U�P�D�O�Q�R�M���I�X�Q�N�F�L�M�L���1�+�(�����W�H��

�G�D���V�Y�R�M���X�þ�L�Q�D�N���L�V�N�D�]�X�M�H���Y�H�]�D�Q�M�H�P���]�D���Q�D�ãu deletiranu regulacijsku domenu. 
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�x Konstruiran je mutirani vektor pcDNA/dHA-NHE3 u kojem je PCR metodom iz gena NHE3 

izb�D�þena sekvenca za 24 aminokiseline Leu586-Arg609 �N�R�M�H���þ�L�Q�H���U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�X���G�R�P�H�Q�X���X�Q�X�War 

NHE3. 

�x Mutacija provedena PCR metodom povezivanja fragmenata preko preklopnih nastavaka  

pokazala se relativno jednostavnom, brzom �L���X�V�S�M�H�ã�Qom metodom �N�R�M�R�P���M�H���P�R�J�X�ü�H���R�V�W�Y�D�U�L�W�L��

preciznu kontrolu nad gens�N�L�P���L�Q�å�H�Q�M�Hringom. 

�x Delecija �Y�D�å�Q�H���U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�H���G�R�P�H�Q�H���/�H�X������-Arg609 iz NHE3 proteina preko koje neposredno 

�L�O�L�� �S�R�V�U�H�G�Q�R�� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �1�+�(���� �G�M�H�O�X�M�X�� �E�U�R�M�Q�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�� �Q�L�M�H�� �V�H�� �S�R�N�D�]�D�O�R�� �N�O�M�X�þ�Q�L�P�� �]�D��

�R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���E�D�]�D�O�Q�H���I�X�Q�N�F�L�M�H���1�+�(�����S�U�R�W�H�L�Q�D���X���P�H�P�E�U�D�Q�L���V�W�D�Q�L�F�D���3�6������ fibroblasta. 

�x Delecija regulacijske domene nije utjecala na sintezu i ekspresiju NHE3 na membrani stanica 

�E�X�G�X�ü�L���G�D���L�]�E�D�F�L�Y�D�Q�M�H���G�R�P�H�Q�H���Q�L�M�H���V�P�D�Q�M�L�O�R���S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Qje transfeciranih stanica nakon tretmana 

selektivnim antibiotikom i zakiseljavanjem. 

�x �%�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �V�H�� �S�U�H�N�R�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �/�H�X������-�$�U�J�������� �Q�D�M�Y�H�ü�L�P�� �G�L�M�H�O�R�P�� �R�V�W�Y�D�U�X�M�H��

inhib�L�F�L�M�V�N�R�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�� �L�]�E�D�F�L�Y�D�Q�M�H�� �R�Y�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �L��v�H�üe �S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H��

�V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���V�H�O�H�N�F�L�M�V�N�R�P���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�X���L���]�D�N�L�V�H�O�M�D�Y�D�Q�M�X���V�X�J�H�U�L�U�D���G�D���E�L���]�D���R�Y�D�N�Y�R���S�R�Q�D�ã�D�Q�M�H��

stanica moglo biti odgovorno uklanjanje inhibicijskog djelovanja izb�D�þ�H�Q�H�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�V�N�H��

domene. 
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 �,�P�H���P�L���M�H���'�R�U�D���%�U�D�X�Q�H�J�H�U�����5�R�ÿ�H�Q�D���V�D�P�����������������������������J�R�G�L�Q�H���X���%�U�H�å�L�F�D�P�D���X���6�O�R�Y�H�Q�L�M�L�����D�O�L���F�L�M�H�O�L��

�å�L�Y�R�W���å�L�Y�L�P���X���6�D�P�R�E�R�U�X�����3�R�K�D�ÿ�D�O�D���V�D�P���2�V�Q�R�Y�Q�X���ã�N�R�O�X���%�R�J�X�P�L�O�D���7�R�Q�L�M�D�����D���������������J�R�G�L�Q�H���X�S�L�V�D�O�D���V�D�P��

Gi�P�Q�D�]�L�M�X���$�Q�W�X�Q�D���*�X�V�W�D�Y�D���0�D�W�R�ã�D���X���6�D�P�R�E�R�U�X�� 

 Godine 2009. upisala sam preddiplomski studij biologije na Prirodoslovno-�P�D�W�H�P�D�W�L�þ�N�R�P��

�I�D�N�X�O�W�H�W�X���X���=�D�J�U�H�E�X���W�H���V�D�P���������������J�R�G�L�Q�H���V�W�H�N�O�D���]�Y�D�Q�M�H���V�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�Q�H���S�U�Y�R�V�W�X�S�Q�L�F�H���E�L�R�O�R�J�L�M�H�����,�V�W�H���J�R�G�L�Q�H��

upisala sam diplomski studij eksperimentalne biologije, modul fiziologija i imunobiologija. 

 �7�L�M�H�N�R�P�� �V�W�X�G�L�U�D�Q�M�D���� �R�V�L�P�� �U�H�G�R�Y�Q�L�K�� �S�U�D�N�W�L�N�X�P�D���� �R�G�U�D�G�L�O�D���V�D�P�� �O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�X�� �V�W�U�X�þ�Q�X�� �S�U�D�N�V�X�� �L�]��

�S�R�G�U�X�þ�M�D�� �D�Q�L�P�D�O�Q�H�� �I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�H�� �Q�D�� �3�U�L�U�R�G�R�V�O�R�Y�Q�R-�P�D�W�H�P�D�W�L�þ�N�R�P�� �I�D�N�X�O�W�H�W�X�� �X�� �=�D�J�U�H�E�X���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�D�P��

tijekom ljetnog semestra 2013. godine volontirala na Veterinaskom fakultetu u Zagrebu gdje sam imala 

�S�U�L�O�L�N�X���S�U�R�ã�L�U�L�W�L���V�Y�R�M�H���]�Q�D�Q�M�H���X���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�L�P���W�H�K�Q�L�N�D�P�D�����,�V�W�H���J�R�G�L�Q�H���S�U�H�ã�O�D���V�D�P���Q�D���0�H�G�L�F�L�Q�V�N�L���I�D�N�X�O�W�H�W��

u Zagrebu, gdje sam u Zavodu za fiziologiju imala priliku usvojiti tehnike molekularne biologije. Zbog 

�Y�H�O�L�N�R�J�� �]�D�Q�L�P�D�Q�M�D�� �]�D���S�R�G�U�X�þ�M�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���N�R�M�H���V�D�P�� �W�D�P�R���S�U�R�Y�R�G�L�O�D�����R�G�O�X�þ�L�O�D sam se za izradu ovog 

diplomskog rada. 

 

 

 


