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ABSTRAKT

U nadem prethodnom radu na pol4] mutantima pokazali smo da pol4/ kreira mutacije
isklju¢ivo tipa minus f5 i delecija. U mutacionom spektru histidinskih auksotrofa bila je prisutna i
jedna specifi¢na kategorija delecija, velike delecije, koje su prolazile preko celog 4is operona.
Veli¢ina delecija je ukazivala da one nastaju u procesu rekombinacije izmedju homologih
sekvenci, a poznato je da u pol4 mutantima dolazi do povecane frekvence rekombinacije.

Ovaj rad predstavlja zavrini deo nade originalne studije po/4/ indukovane mutageneze
pra¢ene na histidinskom operonu hromozoma E.coli. Analizirani su molekularni mehanizmi
nastajanja velikih delecija, ili proces rekombinacije koji promovise ove genomske rearanzmane.
Pokazali smo da velike delecije nastaju kao rezultat rekombinacije izmedju dve IS5 sekvence koje
se nalaze sa obe strane his operona. Sve Cetiri nezavisno izolovane delecije su bile jednake i
iznosile su 35 kb. Analizom sekvence rekombinovanih IS5 elemenata pokazali smo da
rekombinacija uvek prolazi kroz levi terminus IS5 i da se odigrava po tipu “site specific”
rekombinacije. Levi terminus IS5 elementa ima karakteristiéno zakrivljenje DNK uslovljeno
njenom primarnom strukturom i sadrzi mesto za vezivanje IHF proteina. Rezultati ovog rada
zajedno sa podacima iz literature ukazuju na moguéu ulogu IHF proteina u nastajanju velikih
delecija i u procesu rekombinacije. Primenom PCR tehnologije pokazli smo da je frekvenca
nastajanja velikih delecija povecana kod pol4/ i dam mutanata i da velike delecije nastaju na recA4
nezavisan nacin. PolA4I ne pokazuje nikakvu specifi¢nost jer se rekombinacija deSava na isti na¢in
i kod divljeg soja, ali je frekvenca rekombinacije dva puta pove¢ana u pol/4/ mutantima u odnosu
na divlji soj.

Kljucne re¢i: mutageneza - pol41 - rekombinacija - delecije - IS5 — PCR

ABSTRACT

In our previous work on pol4] mutants we have shown that pol41 creates exclusively
minus fs and deletions types. In mutational spectra of histidine auxotrophs, one specific category
of deletions, large deletions, that cover all /is operon, was present. The size of deletions pointed
out that they appear in a process of recombination between homology sequences; it is known that
polA 1 mutants show an increased frequency of recombination.

This work presents final part of our original study of pold/-induced mutagenesis
followed on histidine operon of chromosome E.coli. Molecular mechanisms of appearances of
large deletions, or process of recombination promoting this chromosomal rearrangement, was
analysed. We showed that large deletions appear as a result of recombination between two IS5
sequences located on both sides of his operon. Four independently isolated deletions were
identical, 35 kb long. Sequence analysis of recombinant IS5 elements was show that
recombination always goes throught the left terminus of IS5, as a “site specific” recombination.
Left terminus of IS5 contains a characteristic sequence-directed bent DNA, including a binding
site for IHF protein. The data from literature, including the present results, point to a possible role
of IHF protein in appearance of large deletions and process of recombination. Applying a PCR
technology, we show that the frequency of large deletions is increased in pol47 and dam mutants,
and that large deletions appear on recA independent way. PolA! is not sequence specific because
the process of recombination between two IS5 is identical in wild type and pol4 mutants, but the
frequency of recombination is two times higher in regard to wild type.

Key words: mutagenesis - pol/4 1- recombination — deletions - IS5 — PCR
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UVOD

DOCTRINA EST FRUCTUS DULCIS RADICIS AMARAE.
Nauka je sladak plod gorkog korena.



1. UVOD

1.1. GENETICKI REARANZMANI I REKOMBINACIJA

U procesu replikacije i reparacije DNK povremeno dolazi do formiranja
krupnih hromozomalnih rearanzmana - delecija, duplikacija, inverzija, insercija 1
translokacija — koji mogu imati velike implikacije na strukturu hromozoma,
ukljuéujuéi i promenu geneti¢ke mape (Roth et al., 1996). Pomenuti geneticki
rearanzmani su mutacioni dogadaji koji podrazumevaju velike promene DNK,
reda veli¢ine od vise stotina ili hiljada bp. S obzirom na to da ovakvi geneticki
rearanzmani mogu ukljuéiti vrlo veliki broj gena, njihov nastanak se umnogome
moze odraziti na funkciju same Celije. Po ovome se geneti¢ki rearanzmani
razlikuju od ostalih mutacionih dogadaja. Poznavanje molekularne osnove ovih
rearanzmana moze biti vrlo znacajno u oblasti analiticke genetike ili evolucije.

Svi pomenuti geneti¢ki rearanzmani nastaju spontano u veoma niskoj
frekvenci. Medu mutacijama nastalim indukcijom raznim egzogenim mutagenima,
sa izuzetkom velikih delecija, geneti¢ki rearanzmani se takode srecu u veoma niskoj
frekvenci tako da praktiéno i nema razlike izmedu spontanih i indukovanih
(Hatchinson, 1996). Medutim, velike delecije se mogu indukovati agensima koji
oSte¢uju DNK: jonizujuéim zraéenjem, koje izaziva dvolancane prekide (Geigl and
Eckardt-Schupp, 1991) i azotnom kiselinom koja formira “cross-link” izmedu

lanaca (Dubelman and Schapiro, 1977). Kod bakterija tretiranih raznim drugim



mutagenim agensima, frekvenca velikih delecija prakti¢no je jednaka frekvenci
spontanih.

Velike delecije se najéesce sreu medu genetickim rearanzmanima i najvise
su izu¢avane od svih pomenutih rearanZmana. Jedan od razloga je svakako 1 taj $to
su one mnogo jednostavnije za detektovanje u odnosu na druge rearanzmane.
Veli¢ina delecija moze biti desetine i stotine kb ukoliko deletirani region nije letalan
za ¢eliju, $to znaci da je jedini ogranicavajuéi faktor za postojanje velikih delecija
zahtev za éelijsku vijabilnost. U proseku, veéina velikih delecija iznosi manje od
1% veli¢ine hromozoma (Roth et al., 1996). Delecije 1 duplikacije dovode do
promene u koli¢ini genetiCke informacije. Delecije dovode do eliminacije
odredenog segmenta i do gubitka informacije, dok se kod duplikacija odredena
informacija amplifikuje, odnosno udvostru¢ava. U oba slu¢aja menja se konstelacija
hromozoma pri ¢emu se u tacki spoja kreira jedna nova sekvenca. Kod inverzija,
koje se inaGe najrede srecu, ne dolazi do promene koli¢ine geneticke informacije,
ve¢ samo do promene orijentacije odredenog segmenta DNK. U tom slucaju dolazi
do kreiranja dveju novih sekvenci na krajevima invertovanog segmenta, tj. u
tatkama spoja (slika 1). Sa aspekta fenotipa, kod delecija i duplikacija

novoformirana sekvenca moze imati nove funkcionalne konsekvence (nedostatak ili

Wild type a b c d e f g h
chromosome 1 4
a b c d e f g h
Deletion or v
a b c g h
1
hunction
a b c d e f d e f h
Duplication / % ) :
\ copy 1 f copy 2
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Inversion i i A f E 2 g h
A

*junction *junction

Slika 1. Osnovni hromozomalni rearanzmani
(Roth et al., 1996)



poveéanu koli¢inu genskog produkta), dok kod inverzija invertovani fragment DNK
moze dovesti do promene genske ekspresije. Za razliku od duplikacija i inverzija,
delecije su uvek ireverzibilne. Duplikacije su veoma Cesto nestabilne i vode u
pravcu delecija.

Svi geneti¢ki rearanzmani nastaju procesom rekombinacije izmedu
repetitivnih sekvenci. Geneticka rekombinacija je fundamentalni proces u celiji
koji “uobli¢ava” genome svih organizama. Bakterijski rekombinacioni sistemi su
izuzetno razvijeni jer su izmedu ostalog neophodni u reparaciji DNK i formiranju
adaptivnih hromozomalnih rearanzmana (Roth, 1996), Sto je za bakteriju od
vitalnog znalaja. Geneticki rearanzmani i1 proces rekombinacije C¢ine jedan
jedinstveni sistem jer u osnovi svih rearanzmana leZi rekombinacija, a za
studiranje molekularnih mehanizama rekombinacije analiziraju se razni geneticki
rearanzmani. Rekombinacija poseduje veliku evolutivnu snagu kojom promovise
geneti¢ku raznovrsnost s jedne strane i1 ¢uva geneticki identitet i integritet s druge
strane. Mozda izgleda kao paradoks, ali posmatrajuéi na duzoj vremenskoj skali,
hromozom predstavlja jednu veoma stabilnu strukturu, dok je na kracoj
vremenskoj skali veoma dinamican.

Rekombinacioni dogadaji mogu nastati unutar istog hromozoma
(intrahromozomalni) ili izmedu sestrinskih hromozoma (interhromozomalni),
slika 2.

Repetitivne sekvence, Cije je postojanje osnovni zahtev da bi se
rekombinacioni dogadaj odigrao i doveo do izvesnog rearanZzmana na
hromozomu, nalaze se u raznim kontekstima na hromozomu E.coli. To mogu biti
strukturni geni, razni mobilni i pomoc¢ni elementi (IS, Tn, Rhs elementi), razni
motivi ili duplikacije gena (Bachellier et al., 1996). Rekombinacioni dogadaji koji
promoviSu delecije 1 inverzije su u su$tini isti: delecije se formiraju
rekombinacijom izmedu repetitivnih sekvenci istog smera, dok inverzije nastaju
rekombinacijom repetitivnih sekvenci suprotnih smerova.

Rekombinacija izmedu repetitivnih sekvenci u velikoj meri doprinosi
plastiCnosti genoma i njegovoj dinamici. DuZina repetitivnih sekvenci, stepen

njihove homologije kao i rastojanje izmedu njih predstavljaju fizicke parametre
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Slika 2. Formiranje delecija i duplikacija rekombinacijom izmedu repetitivnih sekvenci
(Roth et al., 1996)

koji odreduju tip i frekvencu rekombinacije. Medutim, veliki efekat na frekvncu
delecija ima i sama priroda lokalne sekvence (Roth et al., 1996).

Velike delecije mogu nastati raznim putevima rekombinacije, ali bez
obzira na tip rekombinacije, klju¢ni dogadaj koji vodi formiranju delecija je
kontakt izmedu direktnih ponovaka (Chedin et al., 1994). Efikasnost tog kontakta
moze biti ograni¢avaju¢i korak za frekvencu nastajanja delecija. Frekvenca
delecija opada sa porastom rastojanja izmedu ponovaka jer se na taj nadin
smanjuje mogucénost fizickog kontakta izmedu njih. Velike delecije spadaju u
grupu tzv. ektopi¢nih rearanzmana koji podrazumevaju rekombinaciju izmedu
veoma udaljenih repetitivnih sekvenci, ucesnika rekombinacije. Delecije mogu
nastati rekombinacijom izmedu dugackih ili kratkih repetitivnih sekvenci, pa se u
tom kontekstu govori o recA-zavisnosti velikih delecija. Generalno uzevsi, kod

dugackih ponovaka uofena je visoka zavisnost od RecA proteina, dok sa



smanjenjem duzine ponovaka ta zavisnost opada (Roth et al., 1996). RecA protein
promovise homologo sparivanje DNK i neophodan je u mnogim dogadajima
homologe rekombinacije u E.coli, medutim, novije studije pokazuju da mnoge
delecije vrlo efikasno nastaju rekombinacijom na rec4-nezavisan nalin. Ova
zavisnost od RecA proteina se sigurno jednim delom moze pripisati i razli¢itim
test sistemima. Ipak, smatra se da postoji minimalni zahtev za duzZinom ponovaka
kao uslov odigravanja homologe rekombinacije koju promoviSe RecA protein. U
sisarskim ¢elijama ta duzina iznosi 200 bp, kod biljaka 400 bp, a kod bakterija 30-
70 bp (Chedin et al., 1994).

Homologa rekombinacija se odvija izmedu identi¢nih ili skoro identi¢nih
sekvenci. Funkcija RecA proteina je da omoguéi kontakt izamedu homologih
segmenata i “crossover” izmedu njih. Zahtev za RecA proteinom je u funkciji
duzine homologog regiona i smatra se da se u homologiji od preko 1kb svi
“crossover”-1 odigravaju posredovanjem RecA proteina (Lloyd and Brooks,
1996). Za homologije manje od 1kb funkcioniSu RecA-nezavisni mehanizmi.
Medutim, to nije iskljucivo, i evidentno je da postoje “cross”-evi koji su RecA-
zavisni, a duzina homologih sekvenci izmedu kojih se odigrava homologa
rekombinacija je 23 bp (Lloyd and Brooks, 1996).

RecA-zavisna rekombinacija zahteva ekstenzivnu homologiju izmedu
sekvenci pri ¢emu do rekombinacije moze do¢i u bilo kojoj tacki regiona
homologije. RecA-zavisna rekombinacija se odvija u nekoliko koraka, pri ¢emu je
za inicijaciju neophodno prisustvo jednolanéane DNK. RecA protein se vezuje za
jednolancanu DNK u obliku spiralnog filamenta (Howard-Flanders et al., 1984;
Egelman and Yu, 1989) i dovodi do invazije tog regiona (kompleks
RecA/jednolan¢ana DNK) u region homologog dupleksa DNK pri ¢emu se
uspostavlja kontakt i formira sinapsa izmedu njih. Tacka spoja (“‘cross”) se
pomera duz te sinapse (“branch migration™) i formira se heterodupleksni region
izmedu homologih sekvenci kao jedna intermedijerna struktura (West, 1994). U
poslednjem koraku dolazi do razre$enja ovih heteroduleksa pri ¢emu se formira
rekombinantni produkt. Ovo je vrlo kompleksan proces i postoji nekoliko modela

za objaSnjenje molekularnih mehanizama medu kojima je najpoznatiji Holliday-ev



model (Smith, 1988; Kowalczykowski et al., 1994), slika 3. Nijedan od modela ne
daje potpuno zadovoljavajucu sliku §to je razumljivo sa aspekta sloZenosti ovog

procesa u enzimolo$kom, energetskom i mehanicistiCkom smislu.

a. End annealing b. Holliday junctions c. Asymmetric initiation by single-strand invasion
i. tailed duplex 1i. gapped duplex
e —— ——
_ —_—
X X X X
exonuclease homologous v v d
digestion PAUNNE  com— — _stran
g ¥ ———— DNA —\:\ﬁ iivasion pomey =

o ————— nicking ""_;:'_—

— strand ¥ D-loop v D-loop

xchange ___'____ o o bnch 9
end = Holliday r— migrauon e ——
i B\ |\ !
iy | —oC e S "MIDE
branch ¥ Y A
N migration e junction
! v resolution
polymerase | g —— 1)
gap filling v L el ——
Z + patch +
. resolution d p—

exonuclease ¥ y o .

{nmming a-b c-d OR OR
re-ligation ¥

+ + + splice +
heteroduplex
joint patch splice

Slika 3. Sematski prikaz molekularnih mehanizama formiranja heterodupleksa u
homologoj rekombinaciji
(Lloyd and Brooks., 1996)

Do danas je identifikovan veliki broj gena ¢iji produkti uestvuju u
procesu homologe rekombinacije (Smith, 1988) i utvrdeno je da postoji nekoliko
alternativnih puteva recA4-zavisne rekombinacije (recBCD, recE, recF). Poznato je
da frekvenca recA4-zavisnih rekombinacija vrlo drasti¢no opada u rec4 mutantima,
za 4-5 redova veli¢ine (Lloyd and Brooks, 1996). RecA protein pokazuje
preferencijalni afinitet vezivanja za GT bogate regione (Tracy and
Kowalczykowski, 1996) u kojima favorizuje rekombinaciju (Tracy et al., 1997).
Ovakve sekvence predstavljaju neku vrstu “hot spot”™a u homologoj
rekombinaciji i ova saznanja su saglasna sa ranije uofenom ¢injenicom o0
postojanju hiper-rekombinogenih regiona u genomu.

Za razliku od homologe (generalne) recA-zavisne rekombinacije koja
moze da se odigra u bilo kojoj ta¢ki homologog regiona, postoji i homologa

rekombinacija koja je ograni¢ena na mnogo manje homologe regione i odigrava se



u vrlo definisanim sekvencama DNK. Takva rekombinacija je rec4-nezavisna 1
grupisana je u dve klase: mesto specifi¢na (“site specific”) i transpozicija. Ove
dve klase imaju sliCnosti, ali se suStinski razlikuju i njihove geneticke
konsekvence su potpuno drugacije (Craig and Kleckner, 1987).

Transpozicija podrazumeva rekombinacioni dogadaj ¢ija je krajnja
konsekvenca insercija specificnog diskretnog DNK segmenta (transpozona) na
neko od alternativnih mesta na hromozomu, plazmidu ili bakteriofagu. Svi
transpozoni kodiraju jedan ili vide proteina koji su neophodni za transpoziciju
(transpozaza), a neki tipovi transpozicije ukljucuju i ekstenzivnu DNK sintezu.

“Site specific” rekombinacija ima nekoliko vaznih karakteristika po
kojima se razlikuje od transpozicije (Nash, 1996). Rekombinacioni dogadaj se
deSava na specifi¢nim mestima u oba DNK segmenta, ucesnika rekombinacije;
rekombinacija je recipro¢na i kao konsekvenca nastaju permutovane sekvence u
odnosu na parentalne DNK; rekombinacija je konzervativna jer se odvija bez
sinteze DNK; segmenti rekombinacije oba ucesnika su polarni. U oba DNK
partnera, nosioca homologih regiona, precizno je odredena tacka rekombinacije
(internuklearni prekid), ili mesto prekida i spoja. Ovo specifiéno mesto
(funkcionalna “core” sekvenca) koje je osnovni zahtev za “site specific”
rekombinaciju, nalazi se na kraéem regionu homologije. Kod najveceg broja
rekombinacionih sistema taj “core” iznosi 20-30 bp rekombinantnog lokusa
(Nash, 1996) i1 obi¢no se na njemu nalaze dva mesta za vezivanje rekombinaznih
proteina.

Paradigma “site specific” rekombinacije je svakako integracija i ekscizija
L faga (Craig and Kleckner, 1987). Na primeru A faga su Sematski prikazani
supstrati i produkti “site specific” rekombinacije, slika 4. Rekombinacija se odvija
izmedu attP mesta faga (0ko240 bp) i attB mesta bakterijskog hromozoma (oko
25 bp).

Rekombinacija se odvija u nekoliko koraka u kooperaciji “core™-a i
rekombinaza. Rekombinaze su specifi¢ni proteini koji ucestvuju u “site specific”
rekombinaciji 1 one po svojoj specifi¢nosti seCenja mogu biti integraze, rezolvaze

1 invertaze. U prvom koraku specifiéne rekombinaze prepoznaju “core”, u drugom
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Slika 4. Sematski prikaz “site specific” rekombinacije
(Craig and Kleckner, 1987)

dolazi do interakcije rekombinaza-DNK i formiranja sinapse, a zatim se
enzimskom aktivacijom katalizuje seCenje definisane sekvence DNK. Postoje
razni putevi “site specific” rekombinacije koje su razvili razni sistemi (Nash,
1996; Johnson and Simon, 1987), kao npr. xis, res,cre, hin, gin, A, P2, P22 i drugi.
Veoma vaznu ulogu igraju enzimi topoizomeraze i giraze, a mnogi procesi
rekombinacije zahtevaju 1 dodatne proteinske komponente za svoje
funkcionisanje, kakvi su IHF, Fis, HU i H-NS. Vezuju¢i se za DNK, ovi proteini
stimulisu rekombinaciju pa se ponekad nazivaju rekombinacioni “enhenser”-1. Za
navedene proteine izolovani su mutanti, §to govori da oni nisu esencijalni za ¢eliju
(Yasuzawa et al., 1992). Ovi proteini imaju pomo¢nu ulogu u procesima “site
specific” rekombinacije, replikacije i transkripcije nekih gena (Craig and Nash,
1984).

IHF, Fis, HU i H-NS spadaju u grupu proteina sli¢nih histonima kod
eukariotskih ¢elija na osnovu toga Sto su mali, bazni, sposobni da savijaju DNK
menjajuéi njenu konformaciju i prisutni su u éeliji u visokim koncentracijama
(Schmid, 1990). Ovi proteini igraju vaznu ulogu kao komponente visoko-uredenih
struktura u kompleksima protein-DNK, odnosno protein-protein-DNK i ucestvuju
u sinhronizaciji brojnih fizioloskih procesa u ¢eliji (Better et al., 1982; Craig and
Nash, 1984; Friedman, 1988). Kod bakterija su ovakve makromolekulske

strukture veoma vazne u procesima rekombinacije, replikacije i transkripcije, jer



je zakrivljenje DNK koje omoguc¢uju ovi nukleoproteinski kompleksi, osnovni
preduslov za regulaciju navedenih procesa (Friedman, 1988; Nash, 1996;
Polaczek et al., 1997; Stenzel et al., 1987). IHF i Fis protein se vezuju za
specifi¢ne sekvence DNK, dok se HU i H-NS vezuju nespecifi¢no za DNK.

THF (“integration host factor”) je prvobitno identifikovan kao faktor koji
utie na “site specific” rekombinaciju kod A faga zajedno sa Int rekombinazom
(Thompson and Landy, 1989), a uCestvuje u procesima transpozicije, inverzije,
pakovanja DNK kao i kontroli genske ekspresije. Zbog svoje multifunkcionalnosti
s pravom nosi naziv “protein for all reasons” (Friedman, 1988). Protein €ine dve
subjedinice - o (11.35 kDa) i B (10.6 kDa) koje su kodirane genima him4 (38.
min.) i AimD (25. min.). Jedan molekul THF proteina pokriva region DNK oko 40
bp, a u jednoj polovini tog regiona asimetri¢no je locirana sekvenca za vezivanje
ovog proteina sa konsenzusom od 13 nukleotida — YAANNNNTTGATW (N je
bilo koji nukleotid; W je A ili T; Y je A ili G). Ovaj konsenzus je, kako se mozZe
videti, prili¢no varijabilan. Mesto za vezivanje IHF proteina je preferencijalno
locirano u AT bogatim regionima (Hales et al., 1994), a posledica formiranja
kompleksa ITHF/DNK je savijanje DNK za ugao od 160° (Rice et al., 1996),
odnosno 180° (Thompson and Landy, 1989). Zakrivljena DNK olakSava
interakciju proteina ili domena za vezivanje proteina na DNK koji su udaljeni, a
takode kreira i razne petlje (“loop”) koje dovode u kontakt udaljene segmente. S
obzirom na to da se IHF protein vezuje i za repetitivne palindromske ekstragenske
elemente (REP ili PU) koje su veoma konzervirane u E.coli, S. typhimurium 1
drugim enteri¢énim bakterijama i koje su dispergovane duz hromozoma, IHF
ucestvuje u pakovanju i organizovanju arhitekture hromozoma (Boccard and
Prentki, 1993; Giladi et al., 1998; Oppenheim et al., 1993), verovatno u kompleksu
sa girazama (Oppenheim et al., 1993). Primena moderne tehnologije - UV laser
“footprinting” metode, pokazala je da su interakcije izmedu IHF proteina i
vezivanja za specificna mesta na DNK identi¢na in vitro i in vivo (Engelhorn et
al. 1995y,

Veoma je interesantno da mnogi geneticki elementi koji funkcioniSu

autonomno kao Sto su bakteriofagi, transpozoni, IS elementi ili plazmidi, koriste



IHF protein za mnoge svoje aktivnosti (rekombinacija, replikacija, transpozicija),
odnosno, u svojim aktivnim domenima imaju mesto za vezivanje IHF proteina

(Friedman, 1988).

1.2. INSERCIONE SEKVENCE

Insercione sekvence (IS) pripadaju velikoj grupi mobilnih genetickih
elemenata. Oni su normalni konstituenti hromozoma, plazmida i bakteriofaga, sa
velikim kapacitetom da modifikuju gensku ekspresiju i promoviSu razne
genomske rearanzmane. IS danas predstavljaju bogat izvor eksperimentalnog
materijala za studiranje procesa rekombinacije, mutageneze, populacione
dinamike i horizontalnog transfera gena, a isto tako predstavljaju mo¢no oruzje u
genetickom mapiranju (Galas and Chandler, 1989). Od otkrica IS elemenata
pedesetih godina pa do danas, okarakterisan je veliki broj IS, ali je vrlo mali broj
detaljno studiran.

Bakterijske IS su reda veli¢ine od 800-2000 bp. Zastupljene su u vise
kopija, medutim, njihov broj na plazmidima je mnogo ve¢i (Galas and Chandler,
1989). Igraju veoma vaznu ulogu u interakcijama plazmid-hromozom. Pored svoje
autenti¢ne transpozabilne funkcije, IS predstavljaju izvanredan supstrat za
homologu rekombinaciju. IS elementi funkcioniSu kao autonomni mobilni
elementi, ali isto tako ulaze i u sastav transpozona kao slozenih mobilinih
elemenata, slika 5. Tipi¢nu konfiguraciju IS elemenata ¢ine invertovani krajevi
izmedu kojih se nalazi kodirajuci region. U satavu transpozona, identi¢ne IS su
locirane na krajevima transpozona u istoj ili obrnutoj orijentaciji, dok se izmedu
njih obi¢no nalazi kodiraju¢i region odgovoran za antibiotsku rezistanciju ili neke
katabolicke funkcije (Galas and Chandler, 1989).Transpozoni kao slozeni entiteti

takode mogu biti supstrat u homologoj rekombinaciji.
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Slika 5. IS element kao autonomna jedinica (A) i u sastavu transpozona (B)
(Watson et al., 1992)

Izmedu invertovanih krajeva IS elemenata koji mogu biti savrSene
homologije ili sa nekim “mismatch” nukleotidom, nalazi se kodiraju¢i region.
Veéina IS elemenata ima jedan dugacki ORF koji kodira protein transpozazu, i set
od nekoliko manjih ORF-ova razli¢itih duzina. O proteinima kodiranim sa IS
elemenata se veoma malo zna (Galas and Chandler, 1989), ali se veruje da oni
ucestvuju u mnogim interakcijama DNK-protein i protein-protein u procesima
posredovanim ovim elementima. Na osnovu brojnih eksperimenata in vifro
izgleda da u procesima transpozicije i ekscizije vaznu ulogu ima interakcija nekih
proteina IS sa DNA girazom, IHF proteinom, Dam metilazom, DnaA proteinom 1
DNK polimerazom I (Galas and Chandler, 1989).

Na slici 6 su prikazani IS elementi sa potencijalnim mestima za vezivanje
nekih “host” proteina koji ucestvuju u regulaciji aktivnosti ovih elemenata.
Oznaena mesta su data na osnovu kompjuterske analize poznatih sekvenci IS
elemenata i konsenzus sekvenci za vezivanje IHF proteina i Dam metilaze.

Insercione sekvence kao jedna kategorija autonomnih repetitivnih sekvenci
u genomu bakterija imaju velike implikacije na strukturu i stabilnost genoma i
njegovu dinamiku. U procesu mutageneze ovi elementi deluju kao neka vrsta

“mutagenih agenasa” (Nevers and Seadler, 1977) koji posreduju u mnogim
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mutacionim dogadajima. Kao diskretni elementi definisane orijentacije, IS
promovisu razne geneticke rearanzmane (delecije, inverzije, transpozicije) pri
gemu terminusi IS veoma Cesto predstavljaju “hot spot” u raznim inter 1
intramolekularnim procesima rekombinacije (Chow, 1977). Svi pomenuti
dogadaji rekombinacije su nezavisni od recA rekombinacionog sistema E.coli

(Chow, 1977).
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Slika 6. IS elementi sa oznacenim mestima za vezivanje IHF proteina i Dam metilaze
(1= HIF mesto; | = Dam mesto; a,b,c...= ORFs)
(Galas and Chandler, 1989)

Broj kopija razli¢itih IS varira (Galas and Chandler, 1989) izmedu
laboratorijskih sojeva i prirodnih izolata (ECOR), i medu raspolozivim podacima
evidentno ja da najvecu varijabilnost u broju kopija pokazuje IS1, koji je ujedno i
najmanji poznati IS (768 bp). Zanimljiv je podatak o broju kopija IS5. Broj kopija

IS5 bio je odreden u jednom setu od 25 E.coli sojeva uzetom iz kolekcije Murray,
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koja je salinjena izmedu 1917. i 1954. godine (tzv. “preantibiotska era”) (Datta
and Hughes, 1983). U poredenju sa brojem kopija IS5 dobijenim iz ECOR
kolekeije (71 soj nezavisno izolovanih prirodnih izolata), uo€en je znacajno veci
broj kopija IS5 u Murray kolekciji. Zna¢i da je dugim nizom godina u
bakterijskim stokovima doslo do akumulacije ovih elemenata Sto zapravo govori o
njihovoj mobilnosti u genomu. Postoji podatak (Naas et al., 1994) da je u kolekeiji
klonova izolovanih iz soja W3110, posle 30 godina ¢uvanja u stoku doSlo do
promene restrikcionih fragmenata u klonovima gde su bili prisutni IS2, IS3 1 IS5
elementi. Klonovi sa IS5 elementima imali su najviSe novih fragmenata, ¢ak 31.
Ovo takode ukazuje da je IS5 bila mobilnija od drugih IS elemenata za vreme

¢uvanja bakterijskih sojeva.

1.3. STRUKTURA I FUNKCIJA IS5 ELEMENTA

Inserciona sekvenca IS5 je prvo bila identifikovana kod bakteriofaga A
(Blattner t al., 1974) a zatim kod Mu faga (Chow and Broker, 1978) i kod E.coli
(Engler and Van Bree, 1981; Schoner and Kahn, 1981). IS5 je dugacka 1195 bp i
spada u male IS elemente. Po broju kopija ona je najzastupljenija od svih IS u
genomu E.coli. Naravno, taj broj varira medu sojevima, ali se broj kre¢e od 10-11
kopija (Schoner and Schoner, 1981) pa do 23 kopije (Umeda and Ohtsubo, 1990).
Ima i nekih sojeva E.coli kod kojih je IS5 prirodno odsutna (Green et al., 1984).
Na krajevima IS5 se nalaze invertovani ponovci od 16 bp medu kojima postoji
jedan “mismatch” nukleotid na poziciji 13. Na slici 7 je data uproS¢ena Sema IS5
sa restrikcionom mestima, a u prilogu 1 je data kompletna nukleotidna sekvenca
ISS.

Kao §to se moze videti, IS5 ima centralni deo od 940 bp koji lezi na
restrikcionom fragmentu Bglll/EcoRI, i dva terminusa koji se zavrSavaju
invertovanim ponovcima. Poznato je da su terminusi IS5 veoma deletogeni (Chow
and Broker, 1978) i da stimuliSu rekombinaciju susednih segmenata DNK. Veoma

je karakteristi¢na 1 zanimljiva struktura unutra$njeg kodirajuéeg dela IS5 po ¢emu
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se on razlikuje od svih ostalih IS elemenata, a to je njegov “dualni” kodirajuci

kapacitet (Kroger and Hobom, 1982; Rac et al., 1982), slika 8.
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Slika 8. Struktura unutrasnjeg kodirajuceg dela IS5 elementa
(Krogen and Hobom, 1982)

ISS ima dva ORF-a suprotnih orijentacija koji kodiraju dva proteina, veliki
1 mali.Veliki ORF se proteze s desna na levo (1127-147 bp) i kodira protein od
326 amino kiselina. Mali ORF je suprotne orijentacije, s leva na desno (525-
851bp), 1 kodira protein od 108 amino kiselina. Kodirajuci region malog proteina
potpuno pada u okvir kodirajuéeg regiona velikog proteina pa zato govorimo o
dualnoj proteinskoj ekspresiji. Uloga ovako kompaktne antiparalelne strukture
nije poznata, a zasada je jedino pronadena kod IS5 (Rac et al., 1982.). Oba
proteina su ekstremno baznog karaktera i veoma su nestabilni. Osim ova dva

proteina neobi¢ne organizacije, kod IS5 je detektovan i treci protein (Rac, 1984).



IS5 element ima nekoliko funkcionalnih mesta. U levom terminusu postoji
konsenzus sekvenca za vezivanje IHF proteina koja je locirana u blizini AT
bogatog regiona (Muramatsu et al., 1988). Pored ove, IS5 poseduje i konsenzus
sekvence za vezivanje DnaA proteina i Dam metilaze, i jedini medu IS
elementima ima mesto vezivanja Fis proteina (faktor stimulacije inverzije) (Galas
and Chandler, 1989).

IS5 ima veoma karakteristiénu primarnu strukturu levog terminusa koja
dovodi do izrazitog zakrivljenja tog dela DNK (sequence directed). Ovo je
ustanovljeno prilikom pravljenja banke plazmida koji nose prirodno zakrivljene
segmente DNK iz hromozoma E.coli (Muramatsu et al., 1988; Mizuno, 1987).
Naime, levi terminus IS5, koji obuhvata fragment od leve invertovane sekvence
do BglII mesta (157 bp), sadrzi boksove dA/dT nukleotida (>3) koji su priblizno u
fazi DNK heliksa (u proseku na svakih 10.5 bp). Ovakva struktura uzrok je
karakteristi¢nig zakrivljenja DNK (bent) koje moze imati veoma vaznu ulogu u
promeni strukture DNK heliksa neophodne za replikaciju, rekombinaciju,
transkripciju ili pakovanje (Koo et al., 1986; Ulanofsky and Trifonov, 1987). Na
slici 9 prikazana je struktura levog terminusa ISS5.

Ovakva struktura pokazuje temperaturnu zavisnost pri kretanju u
elektriénom polju na akrilamidnom gelu (Muramatsu et al., 1988), a poznato je da
zakrivljeni segmenti DNK zahtevaju visoke temperature za normalnu migraciju.
Na dvodimenzionalnoj elektroforezi ovi fragmenti putuju dijagonalno, Sto
potvrduje da je zakrivljenost DNK fragmenata uslovljena njihovim nukleotidnim
sekvencama. Na slici 9 je obelezen “bending centre” levog terminusa i konsenzus
sekvenca za vezivanje IHF proteina.

IS5 je jedan od “najaktivnijih” IS elemenata u genomu E.coli i velika je
verovatno¢a da njegov levi terminus, zahvaljujuéi opisanoj strukturi, ima vaznu

ulogu u procesima mutageneze koji su posredovani ovim elementom.
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Slika 9. Struktura levog terminusa IS5 elementa
(Muramatsu et al., 1988)

1.4. SPONTANA MUTGENEZA I pol41 MUTATORSKI SOJ

Odrzanje geneti¢kog integriteta vrste i veran prenos informacija zapisanih
u molekuklu DNK obezbedeni su pre svega visokim stepenom vernosti replikacije
DNK. Replikacija je vrlo slozen i precizan proces koji ukljucuje veliki broj vrlo
koordinisanih intracelularnih faktora. Tri velike komponente replikativnog
kompleksa (Hatchinson, 1996) koje determinisu tacnost replikacije su sposobnost
DNK polimeraza za selekciju adekvatnih baza, 3’- 5’ egzonukleazna (editorska)

funkcija DNK polimeraza i “mismatch” reparativni sistem (Echols and Goodman,
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1991; Modrich, 1991; Shaper, 1993). Zahvaljuju¢i koordinisanoj aktivnosti ove tri
funkcije, frekvenca spontane mutageneze u E.coli iznosi oko 6x1 0" po baznom
paru (Drake, 1991; Shaper, 1993). Niskoj frekvenci spontanih mutacija doprinose
i razli¢iti reparativni sistemi koji sa visokom efikasnoS¢u repariraju razlicita
spontana oite¢enja DNK. Svaka promena u genima Ciji su produkti ukljuceni u
replikaciju i reparaciju DNK mozZe dovesti do poremecaja ovih procesa i povecane
mutabilnosti. Bakterijski sojevi koji imaju poveéanu frekvencu spontanih mutacija
nazivaju se mutatorskim sojevima. U E.coli je identifikovan veéi broj
mutatorskih gena kao §to su geni za DNK polimeraze (pol4, polB), kompleks mut
gena, dam, uvrD (Hatchinson, 1996).

E.coli poseduje tri DNK polimeraze, I, I i III. Glavni enzim replikacije je
DNK poliomeraza I11. DNK polimeraza I uéestvuje u procesovanju Okazakijevih
fragmenata u visokomolekularnu DNK i to je njena uloga u generalnoj replikaciji

(slika 10), ali se njenom najvaznijom funkcijom u ¢eliji smatra uceSce u reparaciji

ssDNA-binding protein

replicating
DNA polymerase Il
aclive sites i Ligase

DNA polymerase

Slika 10. DNK polimeraza I u procesu replikacije
(Watson et al., 1992)

oStetene DNK (Kornberg, 1980; Kornberg, 1982). DNK polimeraza I je
polipeptid koji kodira pol4 gen (86.min.) koji ima 928 kodona (Bachman, 1983;
Joyce et al, 1982). Enzim ima tri odvojene enzimske aktivnosti: 5°-3°
polimeraznu, 3’-5> egzonukleaznu (editorsku) i 5°-3” egzonukleaznu (Lehninger,

1975). Klenov fragment (COOH-terminalni deo enzima) koji nosi 5°-3’
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polimeraznu i 3’-5’egzonukleaznu aktivnost (Brutalg et al., 1969; Klenow and
Henningsen, 1970) moze da otpo¢ne polimerizaciju na jednolantanoj DNK u
prisustvu prajmera, kao i na dvolantanoj DNK na kojoj su prisutne praznine
(“gapped” DNK). DNK polimeraza I je jedina polimeraza koja moze da otpocne
sintezu na prekidu DNK lanca bez uce$éa drugih proteina, i upravo ova osobina
¢ini je jednim od najvaznijih enzima u procesu reparacije DNK.

DNK polimeraza I je funkcionalni deo nekoliko enzimskih kompleksa koji
udestvuju u reparaciji raznih o$te¢enja na molekulu DNK kao §to su ekscizioni
reper (Caron et al., 1985; Cooper and Hanwalt, 1972; Grossman,1981; Hannwalt
et al., 1979; Sancar and Rupp, 198.; Van Houten, 1990; Wahl et al., 1983) i
postreplikativni rekombinacioni reper (Barchnecht and Smith, 1978; Jonhson,
1978; Sedwik and Bridges, 1974; Tait et al., 1974; Sharma and Smith, 1987). U
SOS indukovanim ¢elijama DNK polimeraza I se pojavljuje u vrlo neobi¢noj
skra¢enoj formi (Lackey et al., 1982; Lackey et al., 1985). Kao multifunkcionalni
enzim, DNK polimeraza I je ukljuena i u proces rekombinacije u kome takode
uCestvuje veliki broj gena, direktno ili indirektno. Generalno uzevsi, poslednji
korak u svim oblicima rekombinacije (konjugacija, transdukcija, transpozicija,
homologa rekombinacija) je popunjavanje praznina i ligacija DNK lanaca, Sto vec
govori o ulozi DNK polimeraze I i supstratima za njenu enzimsku aktivnost.
Disfunkcija mnogih gena ukljuéenih u rekombinaciju, gde spada i DNK
polimeraza I, odrazava se na frekvencu rekombinacije kroz “hiper-Rec” ili “hipo-
Rec” fenotip.

Zahvaljujuéi  kombinaciji ~ brojnih  biohemijskih,  genetickih 1
kristalografskih studija (Brown et al., 1982; Joyce and Steitz, 1987; Olli et al.,
1985; Minkley et al., 1984; Derbichire et al., 1988), DNK polimeraza I je veoma
dobro okarakterisan enzim. Pitanje da li je DNK polimeraza I od esencijalnog
znaCaja za ¢eliju do danas je ostalo bez odgovora (Joyce and Grindley, 1984;
Kelly et al., 1977). Poteskoée svakako proisticu iz multifunkcionalne prirode
samog enzima, ali isto tako i iz medusobnih funkcionalnih odnosa izmedu sve tri

polimeraze u E.coli. Danas je poznat veliki broj pol4 mutanata sa razli¢itim



nedostacima u jednoj 1ili viSe enzimskih funkcija. Veéina pold mutacija je
mapirana i sekvencirana, slika 11.

polA1 mutanti su polimerazni mutanti kod kojih je polimerazna aktivnost
drasti¢no smanjena, na samo 0.5-1% u odnosu na normalan nivo aktivnosti (De
Lucia and Cairns, 1969), dok im je 5’-3° egzonukleazna aktivnost potpuno

normalana. Ovi mutanti nose amber mutaciju na 342. kodonu i pokazuju povecanu

polA480ex resAl
Gly(104)=Asp  GIn(298)=Am
pold107 polA34 pol A6 polds
Tyr(77)=Cys Gln(419)=Oc Arg(690)>His  Gly(850)>Arg
[ I Leaiie i x e S
I ; 928
polA4113 polA4214 polAl

Gly(103)=Gln  Gly(192)2Asp  Trp(342)2>Am
Slika 11. Mapne pozicije nekih pol4 mutacija

senzitivnost na UV 1 X zracenje, kao i na MMS (metil-metanosulfonat). pold !
mutanti su vijabilni verovatno zbog toga $to nedostatak polimerazne aktivnosti
nadoknaduju druge dve polimeraze, ili je za Celijsku vijabilnost dovoljan mali broj
molekula enzima koji je prisutan u ¢elijama ovih mutanata. Kao posledica veoma
redukovane polimerazne aktivnosti DNK polimeraze I, kod pold/ mutanata je
procesovanje Okazakijevih fragmenata 10 puta sporije u odnosu na divlji soj
(Okazaki et al., 1971). Usled toga dolazi do njihovog nagomolavanja i do
povecanog prisustva jednolancanih prekida i praznina na molekulu DNK koji
duZe opstaju u celiji. Krajnji efekat ovakvog stanja je povecana frekvenca
spontane mutageneze.

Mutatorski efekat pold/ je potvrden u nekoliko studija. Te studije su
pokazale vrlo blag mutatorski efekat ovog alela praten na trp-tonB regionu

hromozoma na kome je uoéena poveéana frekvenca delecija 5-10 puta (Coukell
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and Yanofski, 1970; Siegel and Vaccaro, 1979; Vaccaro and Siegel, 1975),
odnosno, na F/lacl sistemu na kome je spektar mutacija bio raznovrstan, a
frekvenca mutabilnosti poveéana 2.3 puta (Fix et al., 1987). U originalnoj studiji
koja je proizasla iz naSe laboratorije (Savi¢ and Romac, 1982) u kojoj je
mutatorski efekat pold4] pra¢en na histidinskom operonu hromozoma E.coli,
pokazan je veoma snazan mutatorski efekat gde su histidinski auksotrofi bili
detektovani u vrlo visokoj frekvenci (10'3). Mutatorska aktivnost pol4l nije
nasumicno rasporedena na hromozomu E.coli i izgleda da je histidinski operon
veoma podloZan ovoj, poldI-indukovanoj mutagenezi. Sve izolovane mutacije
bile su tipa minus fs i delecija.

Od ukupno 122 spontana histidinska auksotrofa koji su podeljeni u dve
grupe (stabilni i nestabilni), ogromna veéina nestabilnih, fs" mutanata, mapirala je
u hisC genu, $to je ukazivalo na prisustvo veoma aktivnog(ih) vruceg(ih) mesta u
tom genu (“hot spot”). Medu stabilnim mutacijama, male delecije su mapirale u
hisA 1 hisD genima, dok su Cetiri delecije pokrivale ceo histidinski operon, slika
12. Kloniranje i sekvenciranje jednog broja mutanata iz ove kolekcije (Jankovi¢ et
al., 1990; Jankovié¢, 1990; Kosti¢, 1990), imali su za cilj upoznavanje primarne

strukture mutiranih sekvenci i molekularne osnove njihovog nastajanja.

his-gnd deletion

- ?

U G s Dy ) Cr st B My A s B o1 7K.
| Hpal| | Hpal Hpal | ] l I
HindIl1 Pstl Bglll HindIll Bglil Sall Sphl HindIlI

Slika 12. Mutacioni spektar histidinskih auksotrofa
(Jankovi¢ et al., 1990.)

U skladu sa teorijskom pretpostavkom (Savi¢ et al., 1988), anliza sekvenci

u “hot spot”-u pokazala je da u svim mutiranim sekvencama dolazi do
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“iskliznuéa” jednog kvadropleta 5>-GCTG-3’ iz ekstremno monotone sekvence
prisutne u AisC genu koju ¢ine Cetiri ovakva konsekutivna kvadropleta (J ankovi¢,
1990). Analiza delecija, hisD i hisA, pokazala je da ovi mutacioni dogadaji nastaju
“proklizavanjem” 18 (hisD), odnosno 26 bp (his4) izmedu dva identi¢na
pentamera, odnosno dekamera (Kosti¢, 1990; prilog 2). Ovi rezultati su pokazali
da sve mutacije, fs° i male delecije, nastaju mehanizmom proklizavanja u
repetitivnim sekvencama DNK prema modelu Streisinger-a (“slippage” model).
Kod pol4] mutanata tendencija proklizavanja je favorizovana u blizini prekida i
praznina na molekulu DNK koji su akumulirani u ovim sojevima.

polA] mutanti pokazuju poveéanu frekvencu rekombinacije koja je prvi
put detektovana na lac operonu hromozoma E.coli (Konrad, 1977). Sli¢an hiper-
Rec fenotip pokazuju i drugi mutanti: dam, lig, umuC, dnaS, koji kao i polAl
akumuliraju jednolanéane prekide i praznine na molekulu DNK, ¢ime se povecava
broj slobodnih “rekombinogenih” krajeva. Medutim, u procesu konjugacije 1
transdukcije pol4 mutanti pokazuju drasti¢an pad frekvence rekombinacije (Zieg
et al., 1978), a sli¢an hipo-Rec fenotip pokazuju i u eksperimentima sa inverzijom
) profaga (Ennis et al., 1987). Ovi kontradiktorni rezultati (hiper-Rec/hipo-Rec)
verovatno proizilaze iz razlika u enzimologiji i topoloskim zahtevima izmedu
linearnih i cirkularnih molekula, odnosno, plazmida, F faktora 1 hromozoma.

Hromozom kao reprezentativniji sistem od plazmida za pracenje
mutageneze i rekombinacije moZe dati viSe relevantnih informacija o
molekularnim mehanizmima ovih mutacionih dogadaja. Cetiri velike delecije
izolovane medu histidinskim auksotrofima naSeg pol4 mutacionog spekitra bile

su dobar model za studiranje procesa rekombinacije.
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2. CILJ RADA

U mutacionom spektru histidinskih auksotrofa iz pol4! soja izolovana je
posebna kategorija delecija, tzv. velike delecije (his-gnd) koje se protezu preko
celog histidinskog operona. Na osnovu komplementacione analize, prema kojoj
ove delecije prelaze veli¢inu od 10 kb, pretpostavili smo da one nastaju kao
posledica genomskih rearanZmana u regionu histidinskog operona. Postavili smo
hipotezu da velike delecije nastaju rekombinacijom izmedu repetitivnih sekvenci
koje ograni¢avaju histidinski operon sa obe strane i da je frekvenca rekombinacije
povecéana u pol4 ] u odnosu na divlji soj.

U analizi molekularnih mehanizama nastajanja velikih delecija 1 moguce
uloge polA 1 alela, imali smo za cilj da definiSemo repetitivne sekvence, odredimo
njihovu lokaciju, kao i da odredimo duzinu delecija i definiSemo novonastalu
sekvencu. Na osnovu analize primarne strukture DNK rekombinovane sekvence
ocekivali smo da ¢emo moc¢i da blize odredimo molekularnu osnovu nastajanja

velikih delecija, kao i ulogu pol4 1 mutacije u njihovom nastajanju.
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MATERIJAL I METODE

DULCIA NON NOVIT MERUIT, QUL NON GUSTAVIT AMARA. (Caton)

Ne zna $ta je slatko, ko nije okusio gorko.



3. MATERIJALIMETODE

3.1. BIOLOSKI MATERIJAL

Bakterijski sojevi, vektori i bakteriofagi koris¢eni u ovom radu dati su u

tabelama 112 .Oligonukleotidi za PCR i sekvenciranje dati su u tabeli 3.

Tabela 1. Bakterijski sojevi

Bakterijski soj Genotip Referenca/Poreklo
E.coli K-12
MG1655 N, rph-1 CGSC
W3110 N, IN(rrnD-rrnE) 1, rph-1 CGSC
W3110 Thy- N, thyA36,IN(rrnD-rrnE)1,rpsD1?,deoC2 CGSC
P3478 N thyA36,IN(rrnD-rrnE) 1,polA1,deoC2 CGSC
DY100 W3110 thyA,lacZ118,metE,rpsL,polA]l, D.Yungs
Azi(Res),val(Res),supE42
SY186 DY100 thyd D.Savi¢
SY266 DY 100 A(hisGDCBHAFIE)gnd lab.kolekcija
SY268 DY100 A(hisGDCBHAFIE)gnd lab.kolekcija
SY270 SY186 A(hisGDCBHAFIE)gnd lab.kolekcija
SY272 SY186 A(hisGDCBHAFIE)gnd lab.kolekcija
GM33 A, IN(rrnD-rrnE) 1, dam-3,sup-85 CGSC
GM124 lacZ118,rpsL275,dam-4 CGSC

GM215 N,endAl dam-3,thi-1,rna-1 CGSC



nastavak tabele 1.

JC5519
JC9239
AB2463
KL19-99
DH5a

S.typhimurium
TR34

TR35

TRS3

TR75

TR76

TR78

TR79

TR84

TG5701

Genotip

Referenca/poreklo

F’traD36,proAB,lacl?ZAM1 5/supE, thi,
A(lac-proA)

hsdAS, A(lac-pro), / ¥, pro”,lacl®,ZAm15
supF, hsdR, 680%

AB1157 recB21recC22

ABI1157 recF143

AB1157recAl3

A recAl, reldl, deoB13, spoTl

supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyr496
thi-1, relA1

F’A(hisHAFIE)2095/ser-821
A(hisDCBHAFIE)712

F’his /ser821A(hisDCBHAFIE)712
arg-501
F’hisC2383/ser-821A(hisDCBHAFIE)712
arg-5

F’A(hisBH)2405/ser-821
A(hisDCBHAFIE)712
F’hisA2406/ser-821A(hisDCBHAFIE)712
arg-501

F’hisF2408/ser-821 A(DCBHAFIE)712
arg-501
F’his12409/ser-821(ADCBHAFIE)712
arg-501

F’hisE2414ab/ser-821 A(DCBHAFIE)712
arg-501
F’hisG2416/ser-821A(hisDCBHAFIE)712
arg-501

Messing et al.
CGSC
Kohara et al.
CGSC

CGSC

CGSC

CGSC

CGSC
P.E.Hartman
P.E.Hartman

P.E.Hartman

P.E.Hartman

P.E.Hartman

P.E.Hartman

P.E.Hartman

P.E.Hartman

P.E.Hartman

CGSC- E.coli Genetic Stock Center, Yale University, New Hawen, Conn.
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Tabela 2. Vektori

Vektor Karakteristike Referenca/poreklo
pUCIS, pUCi 9 - 2.69kb,amp" lacZ lacl Yanisch-Peron et al.1985.
M13mpl18, M13mp19 7.25kb,lacZ lacl Yanisch-Peron et al.1985.
9B2 (347) klon EMBLA4 Kohara et al. 1987.

3B12 (348) klon EMBL4 Kohara et al. 1987.

2G4 (349) klon EMBL4 Kohara et al. 1987.

6D9 (350) klon EMBL4 Kohara et al. 1987.
21H10 (351) klon EMBL4 Kohara et al. 1987.

1C5 (352) klon EMBL4 Kohara et al. 1987.

Tabela 3. Oligonukleotidi za PCR i automatsko sekvenciranje

Pl 24 mer 5’- CAGGCTATTGATTCAACGTCAGCG-3’

P2 24mer 5’- TCCCCGACTGGGTCGTGGTTACCC-3’

P3 24mer  5’- CCAGCATAAATGATCCTGCGCACC-3’

P4 24mer 5- TTTTAGTACATTATGCCTGTTCCG-3’

P5 25mer  5’- CTGTCGCTTGATGATGCGAAATGGG-3’

P6  25mer 5’- AGTCATCGAGCCGTTTTACCCCAAG-3’

P7  25mer 5’- TCATGCCAAAGTGCCACTGATTGCC-3’

P8  25mer 5°- CCATCATTGAGGCACCCAGCTCGAC-3’

P9 25mer 5’- AGCATCTTCCATCGCGCCATCGCTC-3’

P10 25mer 5’- GGCCGAGGTGGATGTGGACTGGCTG-3’

P11 28mer 5- AATCCAGGCTATTGATTCAACGTCAGCG-3’

P12 25mer 5’- CCGGGGCTGCATTTTCTATTCGAGG-3’

P13 25mer 5’- GATTCAACGTCAGCGACAGATCTGCG-3’

P14 34mer 5°- GGTCAACCACCAAAAGAAAATACAATACGTCCAG-3’
P15  32mer 5’-CTTCGATTGTCATGATGAGCATAATGTATCGC-3’
P16 30mer 5’- AGTACATTATGCCTGTTCCGAGATGAAGCG-3’

P17  25mer 5°- ACACCAGCCAGGCTAAGCCTCAAGC-3’

P18 34mer 5’- CGAGATGAAGCGAAATCTTTACATGATTATTCCG-3

Oligonukleotidi od Pl do P4 sintetisani su u kompaniji IDT (Integrated DNA
Technologies), Coralville, lowa, USA.

Oligonukleotidi od P5 do P18 sintetisani su u farmaceurskoj kuéi Sigma-Genosys Ltd.,
London, UK.

25



3.2. MEDIJUMI ZA RAST I ODRZAVANJE BAKTERIA [ FAGA

Bakterije su kultivisane u te¢nom LB medijumu (1% bacto-tripton (10 g/l);
0.5% ekstrakt kvasca (5 g/l); 0.5% NaCl, pH 7.2, (§ g/1)) ili na ¢vrstoj LA podlozi
uz dodatak 1.5% bacto agara (15 g/l). Koriséen je i ve¢ pripremljeni LB medijum
kuée “PANREAC” (Madrid, Spain) koji se dodaje 32 g/l. Za rast bakterija sa
plazmidima u medijume su dodavani odgovaraju¢i antibiotici u slede¢im
koncentracijama: ampicilin 50-100 pg/ml i tetraciklin 10-20 pg/ml.

Za selekciju i testiranje bakterija koris¢en je minimalni medijum MMA
(15 g/l bacto-agara; 5 ml/l 40% rastvora glukoze; 1 ml/l 20% rastvora MgSO4;
0.5 ml/l 1% rastvora vitamina B1; 1xA soli (10.5 g/l K;HPOu, 4.5 g/l KH,POq,
1 g/l (NH,),SO4, 0.42g/1 Na-citrata)). Odgovarajuée amino kiseline su dodavane
prema ustanovljenoj koncentraciji (Davis et al., 1980). Po potrebi, histidin je
dodavan u manjim koncentracijama, tzv. minimalni histidin (0.5 pg/ml).
Poluévrsti agar TA7 sadrzi: 7 g/l bacto-agara, 10 g/l bacto-triptona i 5 g/l NaCl, 1
koris¢en je u radu sa bakteriofagima.

U radu sa vektorima pUC18 i pUC19 i bakteriofagima M13mpl8 i
M13mpl19 koji sadrze deo laktoznog operona, za detakciju P-galaktozidaze
(plavo-bela selekcija) u podlogu su dodavani X-gal (5-bromo-4-hloro-3-indol- f3-
D-galaktozid) i IPTG (izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid).

3.3. IZOLOVANIJE I MAPIRANJE HISTIDINSKIH AUKSOTROFA

Histidinski auksotrofi su izolovani iz E.coli koji nosi mutaciju u genu za
DNK polimerazu I. Prekonoéna kultura ovog soja gajena u LB medijumu sa
dodatkom timina na 37 °C uz aeraciju je diluirana u fizioloskom rastvoru (0.9%
NaCl) i razmazivana na petri Solje sa minimalnom podlogom suplementiranom
potrebnim amino kiselinama i minimalnom koli¢inom histidina (0.5 pg/ml).

Minimalni histidin ograni¢ava rast histidinskim auksotrofima koji rastu sporo i
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daju male providne kolonije. Ove kolonije su purifikovane i testirane na njihovu
zavisnost od histidina, a zatim su podvrgnute daljoj komplementacionoj analizi.

Za mapiranje izolovanih histidinskih auksotrofa koriS¢en je set sojeva
S.typhimurium koji imaju deletiran ceo histidinski operon i nose razlicite E.coli F°
epizome sa definisanim mutacijama u histidinskom operonu (Tabela 1). Kao
kriterijum za komplementaciju uziman je u obzir samo pun rast — viSe od 300
kolonija na mestu ukr$tanja. Na ovaj nain mutacije su locirane u okviru
odredenih gena his operona.

Svi izolovani mutanti su testirani na senzitivnost na UV zralenje kako bi
se potvrdilo prisustvo pol4 ] mutacije. Doza zracenja je odredivana dozimetrom (1
J/mzs), pri ¢emu su kori$¢ene doze zracenja bile 30, 60 1 90 J/m?. Ovako testirani

mutanti su ¢uvani kao permanentni stokovi.

3.4. METODE IZOLOVANJA PLAZMIDNE DNK
3.4.1. Mini metoda (alkalna liza )

Bakterije iz 1.5 ml prekonoéne kulture su oborene i resuspendovane u
0.1 ml rastvora I (50 mM glukoza, 10 mM EDTA, 25 mMTris, 4 mg/ml lizozima)
1 inkubirane na sobnoj temperaturi 5 min. Zatim je dodano 0.2 ml ratvora IT (0.2 N
NaOH / 1% SDS) i inkubacija je tekla na ledu 5 min. Po dodavanju 0.15 ml
hladnog NaAc za precipitaciju proteina reakcija je tekla na ledu jo§ 10 min. Posle
centrifugiranja (5 min., 13000 rpm) supernatant je dva puta ekstrahovan smeSom
fenol-hloroform (1:1). U poslednji supernatant dodano je 2 volumena Cistog
etanola 1 DNK je precipitirana 2 min. na sobnoj temperaturi. Talog je ispiran 70%
etanolom, a zatim resuspendovan u 20 pl TE pufera sa RNazom (50 pg/ml).

(Maniatis et al, 1982).
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3.4.2. Izolovanje plazmida na velikoj skali metodom CsCl

Bakterije su bile gajene preko no¢i u 500 ml LB uz dodatak ampicilina
(50-100 pg/ml). Posle centrifugiranja (5000 rpm, 5 min.) talog je resuspendovan u
10 ml 50 mM glukoze, 10 mM EDTA, 25 mM TRIS, 5 mg/ml lizozima na sobnoj
temperaturi. Zatim je dodano 20 ml 0.2 N NaOH / 1% SDS i inkubacija je tekla na
ledu. Po dodavanju 15 ml hladnog Na-acetata inkubacija je nastavljena na ledu.
Lizat je centrifugiran (18000 rpm, 10 min.) a supernatant je ftretiran smeSom
fenol-hloroform (1:1) radi grube deproteinizacije. Posle centrifugiranja (5000
rpm, 5 min.) DNK iz supernatanta je bila precipitirana dodavanjem dva volumena
hladnog etanola (-20 °C). Talog je bio resuspendovan u TE puferu. Na svakih
10 ml ovog rastvora dodavano je po 1 g CsCl, a na svakih 10 ml cezijumskog
rastvora dodavano je po 0.8 ml EtBr (10 mg/ml). Posle centrifugiranja (45000
rpm, 36 h, 20 °C), plazmidne trake su identifikovane pod UV svetlom 1 vadene
bo¢nim busenjem epruvete pomocu $prica. Uzorak je bio tretiran najpre izoamil-
alkoholom radi ekstrakcije EtBr, a zatim je bio dijaliziran u 1 mM EDTA / 10 mM
Tris-HCI da bi se DNK oslobodila od CsCl. (Maniatis et al., 1982).

3.5. METODE IZOLOVANJA HROMOZOMALNE DNK

3.5.1. Mini metoda

Ovo je metoda po Hopvood-u za izolovanje DNK iz streptomiceta,
modifikovana za E.coli. Bakterije iz 5-10 ml prekono¢ne kulture (podeljene u 4-6
epruveta pol.5 ml) su oborene (12000 rpm, 5 min.) i resuspendovane u 500 pl
rastvora za lizozim (0.3 M saharoza, 25 mM Tris pH 8, 25 mM EDTA pH 8) koji
sadrzi 2 mg/ml lizozima i 50 pg/ml RNase. Inkubacija na 37 °C trajala je 5-10
min., sve dok ¢elije nisu postale delimi¢no providne. Zatim je dodano 250 pl 2%
SDS i1 meSano na vorteksu 1 min., dok nije smanjen viskozitet rastvora. U ovaj

lizat dodan je jedan volumen fenol-hloroform (1:1), vorteksovano je 30 s i



centrifugirano 2 min. Supernatant je prebacen u ¢istu epruvetu i ovaj korak je
ponovljen dva puta, do gubitka bele interfaze. U supernatant je dodano 1/10
volumena 3 M Na-acetata pH 4.8 i jedan volumen izopropanola, promesano je i
centrifugirano 2 min. Supernatant je odliven, talog je rastvoren u 500 pl TE pufera
sa 25 ul 100 mM spermin-HCl i inkubiran 5 min. na sobnoj temperaturi. Posle
centrifugiranja, talog je rastvoren u 300 pl 0.3 M Na-acetat / 10 mM MgCl,
mesanjem na vorteksu. Zatim je dodano 700 pl 100% etanola i inkubirano 60 min.
na sobnoj temperaturi. Posle centrifugiranja supernatant je odstranjen, kao u
prethodnom koraku, a talog je rastvoren u 100 pl TE pufera. Da bi se talog
potpuno rastvorio nekad je potrebna i prekonoéna inkubacija. (Hopwood et al.,

1985)

3.5.2. Mini metoda — PURAGENE DNA Isolation kit

Bakterije iz 0.5 ml prekonoé¢ne kulture su oborene centrifugiranjem (13-
16000 rpm, 5 s) i talog je rastvoren u 300 pl “Cell Lysis Solution”.
Resuspendovane éelije su inkubirane 5 min. na 80 °C do potpune lize. U ¢elijski
lizat je dodano 1.5 pl RNase, promuékano i inkubirano 15-60 min. na 37 °C. U
lizat je dodano 100 pl “Protein Precipitation Solution”, vorteksovano 1i
centrifugirano 13-16000 rpm, 3 min. Supernatant je prebacen u Cistu epruvetu,
dodano je 300 pl 100% izopropanola, izmesano je i ponovo centrifugirano 1 min.
DNK se videla u obliku malog belog taloga. Talog je ispran sa 300 pl 70%
etanola, centrifugiran i osuSen na sobnoj temperaturi. Talog je zatim rastvoren u

50 ul DNA “Hydratation Solution”, rehidratisan inkubiranjem 1 sat na 65 °C, a

zatim preko no¢i na sobnoj temperaturi.
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3.5.3. Izolovanje hromozomalne DNK na velikoj skali metodom CsCl

Bakterije su bile gajene preko no¢i u 250 ml LB sa dodatkom timina
(10 pg/ml). Zatim su centrifugirane (5000 rpm, 5 min.) i talog je resuspendovan u
20 ml 50 mM Trs, 5 mM EDTA, 0.1 M NaCl (pH 8). Posle drugog
centrifugiranja talog je bio resuspendovan u 4 ml 25% saharoze i 50 mM Tris-a
(pH 8). Uz dodatak 40 mg lizozima, 40 mg pronaze i 4 ml 20% SDS-a, ovaj
rastvor je inkubiran na 37 °C, a zatim na 65 °C do potpune ¢elijske lize, tj. do
potpunog razbistravanja rastvora. Deproteinizacija je vrSena dodavanjem 5 ml
sme$e fenol-hloroform (1:1) najmanje dva puta. Ta smeSa je centrifugirana
(20000 rpm, 15 min.), a iz supernatanta je izolovana DNK u gradijentu CsCl.
CsCl je dodavan po formuli:
1.23 xivol=grCsCl.

Dobijeni preparat je centrifugiran 36 sati na 36000 rpm na temperaturi
5 °C. Viskozna DNK je hvatana u frakcijama na dnu probusene epruvete, a zatim
dijalizirana u 1 mM EDTA i1 10 mM Tris-HCI1 da bi se oslobodila od CsCl.
(S.D.Ehrlich, liéno saopstenje)

3.6. METODE RADA SA BAKTERIOFAGIMA

3.6.1. Umnozavanje A faga i izolovanje fagne DNK

U radu je koris¢en vektor EMBL 4, predstavnik serije supstitucionih A
vektora (Sambrook et al., 1989). Klonovi EMBL 4 vektora su narastani na soju
E.coli Q358. Po odredivanju titra faga, bakterijska kultura je inficirana fagima
tako da je multiplicitet infekcije bio 1:100. 5 ml prekonoéne kulture inficirane
fagima inokulisano je u 1 litar LB medijuma koji sadrzi 5 mM MgSQy i kultura je
rasla na 37 °C uz aeraciju do potpune lize (5-7 h). Centrifugiranjem 10 min. na
8000 rpm oboreni su ostaci liziranuh bakterija, dok su u supernatantu ostali fagi iz

kojih je zatim izolovana DNK.



U supernatant su dodavani DNK-za i RNK-za u koncentraciji od 1 pg/ml,
zatim NaCl (do 2%) i PEG 8000 (do 8%). U ovom rastvoru fagi su talozeni preko
noé¢i na 0 °C. Posle centrifugiranja (7000 rpm, 5 min.) talog sa fagima je
resuspendovan u SM puferu (5 M NaCl, 1 M MgSO,4, 1 M Tris pH 7.6, 2%
gelatin) i na svaki ml SM pufera dodavano je 0.71 mg CsCl. Posle centrifugiranja
(Vti 50, 45000 rpm, najmanje 8 sati) fagi koji su se koncentrisali na odredenoj
flotacionoj gustini, izolovani su bo¢nim buSenjem epruvete. Fagi se vide kao
plava traka. Ovako izolovani fagi su pre¢iséeni jo$ jednom na potpuno isti nacin.
U poslednjem koraku fagi su dijalizirani u 1 mM Tris-HCl / 10 mM EDTA, a
zatim je fagna DNK izolovana fenolnom ekstrakcijom i taloZena Na-acetatom 1

hladnim etanolom ili izopropanolom.

3.6.2. Umnozavanje faga M13 1 izolovanje DNK

M13 je jednolan¢ani DNK fag u koji je metodama geneti¢kog inzenjerstva
insertiran polilinker i deo laktoznog operona (prilog 6). Za vreme intracelularnog
rasta jednolan¢ana fagna DNK prolazi kroz dvolanéanu replikativnu formu (RF)
sa koje se sintetiSe jednolan¢ana DNK faga. M13 ne lizira ¢eliju domacina: zreli
fagi izlaze u medijum, dok RF forma DNK ostaje u bakterijskoj ¢elilji. RF forma
se koristi za sve manipulacije sa dvolan¢anom DNK, dok se jednolancana forma
koristi za sekvenciranje nepoznatog fragmenta DNK kloniranog u polilinkeru.

Kompetentne c¢elije JIM101 su bile transformisane vektorom MI13 (RF
formom). Transformaciona smesa je bila pomeSana sa svezom kulturom celija
JMI01 1 top-agarom uz dodatak X-gal/IPTG i razmazovana na LA podlogu.
Diskriminacija faga sa i bez inserta zasnivala se na plavo-beloj selekciji plaka.
5 ml bakterijske kulture JM101 je inficirano fagima iz odabrane plake. Posle 4-5
sati rasta na temperaturi od 37 °C i uz laganu aeraciju, ova kultura je bila
centrifugirana. U supernatantu su ostali zreli fagi, dok su u talogu ostale
bakterijske ¢elije sa dvolan¢anom formom faga (RF). RF forma faga je izolovana
iz ovog taloga ve¢ opisanom mini metodom za izolovanje plazmidne DNK

(Maniatis et al., 1982). Zreli fagi iz 1 ml supernatanta bili su istaloZeni dodavanjem



0.2 ml 20% PEG / 2.5M NaCl. Posle centrifugiranja fagni talog je bio
resuspendovan u 0.1 ml TE pufera. Zatim je dodano 50 ul fenola, vorteksovano i
inkubirano 15 min. na sobnoj temperaturi. Posle ponovnog centrifugiranja, fenolna
faza je bila odbacena, a DNK iz vodene faze je precipitirana 0.3 M Na-acetatom i
hladnim etanolom. Precipitacija je vrSena 15 min. na —70 °C. Talog je rastvoren u
20 pl TE pufera i ovakva DNK je bila koris¢ena za radioaktivno obeleZavnje u

reakciji sekvenciranja (1-2 pg DNK po reakciji).

3.7. PRIPREMA KOMPETENTNIH CELIJA

Priprema kompetentnih éelija E.coli radena je metodom kalcijum-hlorida
(Mandal and Higa, 1970) na slede¢i nacin: 1 ml prekono¢ne kulture (3x10°
bakterija / ml) inokulisan je u 20 ml sveZzeg LB medijuma i kultura je rasla na
37°C uz aeraciju do logaritamske faze (0.D.sso = 0.3). 2 ml ove kulture
inokulisano je u novih 20 ml LB medijuma i kultura je rasla na 37 °C uz aeraciju
do 0.D.sso= 0.2 za sojeve koji su recA” ili 0.D.sso= 0.5 za sojeve koji su rec4".
Bakterije su centrifugirane (6000 rpm, 10 min.) i talog je rastvoren u 10 ml
hladnog 100 mM CaCl,. Celijska suspenzija sa CaCl, je inkubirana na ledu 10
minuta, a zatim su Celije ponovo centrifugirane (6000 rpm, 10 minuta, +4 °C).
Posle drugog centrifugiranja Celije su resuspendovane u 2 ml hladnog 100 mM
CaCl, sa 15% glicerolom. Ovako pripremljene kompetentne ¢elije su podeljene u
alikvote od po 200 pl i ¢uvane na temperaturi od —80 °C do koris¢enja za

transformaciju.
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3.8. TRANSFORMACIJA BAKTERIJA

U pripremljene kompetentne ¢elije (200 pl) dodavano je 50-100 ng DNK
(ligacione smeSe ili Cistog plazmida). SmeSa je inkubirana na ledu najmanje 30
minuta. U sledeéem koraku celije su podvrgnute temperaturnom Soku (“heat
shock”) prebacivanjem ¢elija direktno na 42 °C gde su drzane 2 minuta. Zatim su
ponovo vracene na led. U ovako tretirane éelije dodavano je 800 pl LB, a zatim su
inkubirane 1h na 37 °C. U slede¢em koraku, po$to smo dodavanjem LB medijuma
zapreminu povecali do 2 ml, dodali smo ampicilin (50 pg/ml). Inkubacija sa
ampicilinom je tekla 2-3 h na temperaturi od 37 °C uz blagu aeraciju. Kultura sa
transformisanim Celijama je zatim razmazivana na selektivhu podlogu. Pre
dodavanja antibiotika jedan alikvot od 0.1 ml je razmazan na petri Solju sa
ampicilinom radi izraCunavanja efikasnosti transformacije.

Sledeéi ovaj protokol, za efikasnost transformacije dobijane su vrednosti
10 - 107 transformanata po pg DNK.

U radu sa M13 vektorima, transformacija soja JM101 je radena tako Sto su
éelije posle temperaturnog Soka ponovo vracene na led gde im je onda dodano 40
ul X-gal, 40 ul IPTG 1 0.2 ml svezih ¢elija JIM101 u logaritamskoj fazi rasta. Po
dodavanju 2 ml top-agara ova smesa je razmazana na LA petri Solje.

U radu sa vektorima pUC18 i pUC19 i kompetentnim ¢elijama NM522
takode smo koristili sistem X-gal / IPTG za plavo-belu selekciju kao indikaciju na
prisustvo fragmenta na plazmidu. Bela boja plake ili kolonije oznacava prisustvo

kloniranog DNK fragmenta, dok plava boja zna¢i njegovo odsustvo.
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3.9. ENZIMSKE REAKCIJE SA DNK

3.9.1. Digestija DNK

Digestija DNK vriena je razli¢itim restrikcionim endonukleazama koje
funkcioni$u u odgovaraju¢im puferima koji se pripremaju kao 10 x koncentrovani.
Korid¢eni su enzimi farmaceutske kuce “PHARMACIA” ¢iji su restrikcioni
enzimi napravljeni tako da svi funkcioni$u u istom puferu “One-Phor-All Buffer
PLUS”. U sastav pufera ulaze sledee komponente: 10 mM Tris-acetat pH 7.5;
50 mM K-acetat; 10 mM Mg-acetat. DNK je inkubirana sa odgovaraju¢om

koli¢inom enzima do potpune digestije na 37 °C.

3.9.2. Ligacija DNK

Za ligiranje lepljivih ili ravnih krajeva DNK molekula koris¢en je ligacioni
pufer sledeceg sastava: 50 mM Tris-HCI pH 7.5; 10 mM MgCl,; 10 mM DTT,;
1 mM ATP; 5% PEG 8000. Ovaj pufer se pravi kao 5x koncentrovan, a za
pospesivanje efikasnosti ligacije u ligacionu smesu je ponekad dodavan i 1 pl
glikogena. DNK fragmenti su bili pomeSani u molarnom odnosu 1:1,
koncentracija DNK u reakcionoj smesi je bila 50-100 ng, a finalni volumen
ligacione smese je bio 10-15 pl. U ligacionu sme$u je dodavana 1 jedinica enzima

T4 ligaza i inkubacija je tekla 16 sati na temperaturi od 14-16 °C.
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.10. ELEKTROFOREZA T ELEKTROELUCIJA DNK

(US)

.10.1. Elektroforeza DNK

(US)

Identifikacija i razdvajanje fragmenata DNK radeno je na horizontalnim
gelovima od agaroze koncentracije od 0.8-1.5 %. Za pripremu gela i kao pufer za
elektroforezu koris¢en je Tris-boratni pufer (TBE) koji je pripreman kao 5x
koncentrovani (54 g Tris, 27 g borne kiseline i 20 ml 0.5 M EDTA). Jedan litar
1XTBE pufera sadrzi: 0.89 M Tris; 0,089 M bornu kiselinu; 0.002 M EDTA i
0.5 ug/ml EtBr. Po zavrSetku elektroforeze gelovi su osvetljavani na iluminatoru,
UV svetlod¢u talasne duzine od 266 nm, i fotografisani kroz narandzasti filter.
Najveéi broj gelova je fotografisan pomocu specijalne CCD kamere povezane sa

kompjuterom.

3.10.2. Elektroforetsko eluiranje

Posle preparativne elektroforeze u cilju dobijanja vece koli¢ine Zeljenog
fragmenta DNK, fragment je izolovan isecanjem komada gela sa odgovaraju¢om
fluorescentnom trakom pod UV svetlod¢u od 360 nm. Komadi¢ gela je zatim
stavljan u dijalizno crevo sa $to manjom zapreminom 1xTBE pufera koje je
stavljano u elektri¢no polje. Pod dejstvom struje DNK je izlazila iz gela u pufer i
lepila se za zid dijaliznog creva. Da bi se DNK ponovo vratila u pufer, menjan je
smer struje 1-2 minuta 1 pufer sa DNK je prebacivan u epruvetu. EtBr je

ekstrahovan izoamil-alkoholom (vol/vol), a zatim je DNK precipitirana pomocu

0.3 M Na-acetata i etanola.
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3.11. OBELEZAVANIJE DNK PROBE RADIOAKTIVNIM IZOTOPOM

Za radioaktivno obelezavanje DNK proba koriS¢ena je metoda “nick”
translacije. Enzim DNK-za [ izaziva prekide na jednom lancu DNK; uklanjanje
nukleotida sa 5° kraja i dodavanje nukleotida na 3° kraj prekida koje vr§i DNK
polimeraza I dovodi do pomeranja prekida duz DNK lanca (“nick translation”).
Ako se u reakciju pored “hladnih” dNTP (dezoksiribonukleozid trifosfata) stave i
dNTP obelezeni sa >*P , onda ée DNK polimeraza I i njih ugradivati u prekide duz
DNK lanca sto ¢e usloviti dobijanje radioaktivno obelezenih fragmenata DNK.

Reakcija obelezavanja vrena je u ukupnoj zapremini od 12 pl pufera
(10 mM Tris-HCI pH 7.5; 10 mM MgCly; 1 mM DTT; 50 mM NaCl ) koji sadrzi
1 ug DNK probe, po 1 mM hladnih dNTP-a, 1 pl DNK-za I (od razblaZenja
10 pg/ml), 7 jedinica DNK polimeraze I i 50 puCi a- 2P obelezenih dNTP-a
specifi¢nog aktiviteta 10 mCi/ml. Reakcija je tekla 1h na 15 °C i prekidana je
dodavanjem EDTA. DNK je zatim talozena pomo¢u amonijum-acetata 1 hladnog
etanola u prisustvu 1 pg nosacke tRNK. Uspesnost obelezavanja je proveravana

merenjem na gama brojacu (LKB).

3.12. HIBRIDIZACIJA

3.12.1. Prenos DNK sa gela na najlonske membrane

Po zavrSenoj elektroforezi gel je tretiran sa 0.25 M HCI koja vrsi
depurinizaciju i delimi¢no degraduje DNK. Gel je zatim ispiran u destilovanoj
vodi, a onda je vrena denaturacija DNK tako §to je gel potapan dva puta po 15
minuta u denaturi$uci pufer 0.05 M NaCl / 1.5 M NaOH. Za to vreme najlonski
filter (Gene Screen) veligine gela bio je potopljen prvo u destilovanoj vodi a zatim
u denaturiSu¢em puferu. Listovi filter papira (Whatman 3 mm) takode su bili
potopljeni u denaturidu¢em puferu, a zatim slagani jedan na drugi (2-3 lista). Na

njih je stavljen tretirani gel tako da mu je strana sa DNK bila okrenuta na gore.
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Preko gela je stavljena najlonska membrana veliCine gela i preko nje joS dva
navlazena 3 mm papira. Vazno je voditi racuna o tome da se odstrane svi mehuri¢i
vazduha. Preko svega ovoga stavljen je sloj upijajuéeg papira debljine oko 10 cm 1
sve je ravnomerno bilo optere¢eno tegom od 1 kg. Transfer DNK je vrSen 2 h (za
fagnu DNK) ili preko no¢i (za genomsku DNK).

Po zavrienom transferu DNK, membrana je skidana i stavljana u rastvor
za neutralizaciju (50 mM Na,HPOy, pH 6.5). Neutralizacija je trajala 20 minuta;
membrana je zatim suSena 1 h na sobnoj temperaturi. DNK je fiksirana za filter
pecenjem 1.5 h na temperaturi od 80 °C, a neposredno po pecenju filter je izloZen

UV zraCenju 2 minuta.

3.12.2. Hibridizacija membrana sa probom

Najlonske membrane sa vezanom DNK su pred hibridizaciju potopljene u
destilovanu vodu i prebacene u najlonske kese. Zatim je u iste kese dodan pufer za
prehibridizaciju (0.5 M Na,HPO4, pH 7.2; 7% SDS; 1 mM EDTA) 1 kesa
zatopljena. Posle prehibridizacije (68 °C, 10 minuta, na ljuljajucoj platformi), ovaj
pufer je bio zamenjen istim u koji je bila dodana i radioaktivna DNK proba. DNK
proba je neposredno pred dodavanje denaturisana sa NaOH. Hibridizacija je
vrSena preko no¢i na temperaturi od 68 °C, na ljuljajucoj platformi.

Po zavrSenoj hibridizaciji membrane su isprane u novom puferu (40 mM
Na,HPO4 pH 7.2; 1% SDS) zagrejanom na 65 °C. Ovaj pufer je menjan nekoliko
puta, sve dok radioaktivnost pufera nije opala do fona. Na ovaj nadin je odstranjen
viSak probe koja se nije vezala za filter. Membrane su zatim suSene na sobnoj

temperaturi 1 eksponirane sa filmovima KODAK osetljivim na rendgenske zrake.
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3.13. PCR METODOLOGIJA

3.13.1 Standardni PCR

Standardni PCR (Polymerase Chain Reaction) je metoda koja omogucava
in vitro amplifikaciju odredene sekvence DNK zahvaljuju¢i simultanoj 5°-3°
ekstenziji oba lanca uz kori$¢enje komplementarnih prajmera koji ogranicavaju
zeljenu sekvencu (Saiki et al., 1988). Ponavljanjem odredenog broja ciklusa
(denaturacija DNK lanaca, hibridizacija prajmera sa komplementarnim
sekvencama 1 ekstenzija novih lanaca), broj umnozenih DNK molekula se
poveéava geometrijskom progresijom pri ¢emu se dobijaju vece koliCine Zeljenog
fragmenta DNK (prilog 8).

Za sve protokole PCR reakcija kori$¢eni su Taq polimeraza, PCR pufer,
MgCl, i dNTPs kuce “PERKIN ELMER”, dok su prajmeri sintetisani u
farmaceutskoj kuc¢i “SIGMA-GENOSYS” (London, GB) i kompaniji IDT (Iowa,
USA). Inade, oligonukleotidi su dizajnirani prema programu Oligo v.4.0.4
(National Biosciences, USA) i Primer Seelect v.3.01 (DNA Star, USA).
Kompletna PCR tehnologija u ovom radu uradena je na PCR maSini “PERKIN
ELMER?”, model 480.

Protokol standardne PCR reakcije je izgledao ovako:

DNK matrica 0.5 pl
PCR pufer (10x) A
MgClI2 (25 mM) 3l
dNTP mix (10x) Sl
primer X 0.2 ul
primer Y 0.2 pl
Taq polimeraza (5U) 0.2 ul
H,O 35.9 ul
50.0 pl
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Smesa nukleotida je napravljena tako da je svakog nukleotida u finalnoj
koncentraciji bilo 2 mM i to je ¢uvano kao 10x koncentrovani dNTP “mix”. U
finalnoj koncentraciji PCR reakecije bilo je 0.2 mM nukleotida, 1.5 mM MgCl, i
2 uM prajmera. Taq enzim je dodavan po 1 jedinica, dok je DNK matrica
dodavana 10-20 ng po reakeiji. Veéina PCR reakcija je optimizovana u zapremini
od 50 pl, a jedan manji deo u 25 pl sa dvostruko manjom koli¢inom svih
komponenti.

Standardni PCR program izgledao je ovako:

1) 94°C 1 minut denaturacija
2) 60°C 30 sekundi  hibridizacija (“annealing”)
82 8C 1 minut polimerizacija (ekstenzija)

30 ciklusa amplifikacije

Program je otpo¢injao po¢etnom denaturacijom od 5 minuta na 94 °C, a
posle tridesetog ciklusa zavrSavan je finalnom sintezom od 10 minuta na 72 °C.
Sve PCR reakcije sa setom oligonukleotida P1, P2, P3, P4 radene su po ovom

protokolu. U PCR reakcijama je koris¢ena DNK izolovanu raznim metodama koje

su opisane u ovom poglavlju.

3.13.2. PCR iz jedne kolonije

PCR iz jedne kolonije je veoma brza i efikasna metoda. Sa petri Solje se
pokupi jedna veca kolonija, ubaci u epruveu sa 100 pl mili-Q vode i inkubira 5-10
minuta na 100 °C. Zatim se centrifugira (5 min., 13000 rpm) i supernatant prebaci
u drugu epruvetu. U PCR reakciju se direktno stavi 5 pl od tog supernatanta.

Ovako dobijeni PCR produkti se mogu koristiti i za automatsko sekvenciranje.
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3.13.3. Sekundarni PCR

Sekundarni PCR (PCR’*) se koristi u cilju povecanja senzitivnosti PCR
metode za detekciju minornih koli¢ina nekih molekula DNK koji u prvom PCR-u
ne mogu biti detektovani. Medutim, njihovo prisustvo se detektuje u sekundarnoj
reakciji PCR-a gde se protokol ponavlja, ali se kao matrica koristi jedan alikvot iz
prvog PCR-a (obi¢no 1/50 ili 1/100 deo volumena) i tzv. interni oligonukleotidi
koji su u odnosu na oligonukleotide kori¢ene u prvom PCR-u “pomereni” unutar
fragmenta najmanje za 3-4 nukleotida. Sekundarni PCR povecava senzitivnost
metode 100-1000 puta, ali je veoma povecana opasnost od kontaminacije 1 od
pojave nespecificnih PCR produkata. Druga negativna strana sekundarnog PCR-a
je ta $to nije repetitivan. U ovom radu sekundarni PCR je koris¢en za odredivanje

senzitivnosti nase metode za detekciju delecija u rekonstrukcionom eksperimentu.
3.13.4. Multipleks PCR

Multipleks PCR je jedna varijanta PCR-a kojom se simultano amplifikuje
viSe nezavisnih genomskih “target” sekvenci DNK uz kori$¢enje nekoliko parova
prajmera. U ovom radu metoda multipleks PCR-a je adaptirana i optimizirana za
pracenje 1 kvantifikovanje delecija. S obzirom na kompleksnost ovakve PCR
reakcije, u cilju povecanja njene specifi¢nosti napravljena je jedna komercijalna
serija specijalnih pufera od 1 do 10 (MPCR, Maxim Biotech) &iji je sastav
potpuno nepoznat. U radu je koriséen pufer broj tri (MPCR, buffer 3) kao
najefikasniji u nafem PCR sistemu. Pored toga, u ovakvim PCR reakcijama je
koriS¢ena 1 jedna specijalna forma AmpliTaq polimeraze, AmpliTaqGold
polimeraza, proizvod kué¢e “PERKIN ELMER”. AmpliTaqGold polimeraza je
hemijski modifikovana forma AmpliTaq polimeraze koja je enzimski neaktivna.
Enzim se aktivira samo na temperaturi izmedu 94 i 95 °C, tako da se u svakom
sledecem ciklusu, sa povecanjem koli¢ine PCR produkta, poveéava i koli¢ina

aktiviranog enzima. U protokolu multipleks PCR-a, osim pufera broj tri i
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specijalnog enzima AmpliTaqGold polimereaze, koris¢en je i DMSO (5%), kako
bi senzitivnost i specifi¢nost PCR reakcije bili maksimalno povecani.

Tipi¢na multipleks PCR reakcija izgledala je ovako:

DNK matrica Sul
DNTP (10x) 2.5 ul
MgCl, (25mM) 1.0 ul
PCR pufer br.3 (10x) 2.5 ul
DMSO 1.0 pl
Primer 1 0.15 ul
Primer 2 0.15 ul
Primer 3 0.15 ul
Primer 4 0.15 ul
TaqGold (5U) 1.0 ul
H,O 11.40 pl
25.00 pl

30 ciklusa: 1) 94°C 1 minut
2) 69 °C 15 sekundi
3) 72 °C 45 sekundi

Pre-PCR inkubacija je trajala 10 minuta na 94 °C.

Finalna ekstenzija je trajala 10 minuta na 72 °C.

41



.14. SEKVENCIRANIJE

[U'S]

(O8]

.14.1. Klasi¢na metoda sekvenciranja

Osnovni princip ove metode zasnovan je na ¢injenici da se ddNTP (2°,3°-
dideoksi nukleozid trifosfati) ugraduju u lanac DNK potpuno ravnopravno kao 1
dNTP, pri ¢emu se na mestu ugradnje ddNTP-a dalja sinteza lanca prekida
(Sanger et al., 1977). U reakciji se koristi jedan radioaktivni nukleotid koji
omogucava vizuelizaciju DNK lanca na autoradiografiji.

Sekvenciranje je radeno na vektorima M13 mpl8 1 MI13 mpl9 po
protokolu kita za sekvenciranje “PHARMACIA”. Klonirani fragment je
sekvenciran kori$¢enjem univerzalnog komercijalnog prajmera — 40. Prvi korak u
reakciji sekvenciranja je “annealing” reakcija u kojoj prajmer hibridizuje sa
komplementarnom sekvencom na jednolanc¢anoj matrici. Ova smeSa (10 pl DNK
matrice, 2 pl prajmera, 2 pl pufera) je inkubirana 10 min. na 60 °C i zatim
postepeno hladena do sobne temperature. Drugi korak je reakcija obelezavanja
gde je u smesu sa prethodno vezanim prajmerom dodavan radioaktivni nukleotid
(0->’S dATP) i enzim T7 DNK polimeraza. Posle inkubacije od 5 min. na sobnoj
temperaturi, ova smesa je podeljena u Cetiri epruvete sa veé pripremljenom
smeSom jednog dANTP ( G, A, T ili C) i ostala tri ANTP-a (po 3 ul smese u svakoj
epruveti). Cetiri odvojene reakcije su inkubirane 5 min. na 37 °C. U treéem i
poslednjem koraku reakcija je zaustavljena dodavannjem “Stop Solution”. U
svakoj reakciji dobijena je smela fragmenata razli¢ite duzine. Reakcione smese su
Cuvane na —20 °C, a pre nano$enja na gel su denaturisane 2 min. na 80 °C.

Za elektroforezu (aparat i ispravlja¢ LKB) je koris¢en 8% akrilamidni gel
(20 ml 40% rastvora akrilamida, 42 g uree, 10 ml 10xTBE, voda do 100 ml;
0.8 ml 10% amoniju-persulfata i 40 ul TEMED-a) i 1xTBE. Uslovi elektroforeze
su bili slede¢i: 1800 V, 60 W, 40 mA, 4 h. Po zavrienoj elektroforezi gel je susen

jedan sat na temperaturi od 80 °C, a zatim eksponiran preko no¢i sa filmom

KODAK osetljivim na X zrake.
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3.14.2. Automatsko sekvenciranje

Automatsko sekvenciranje se takode zasniva na metodi Sanger-a, s tim $to
je tehnologija automatskog sekvenciranja 1 analiza sekvence izmenjena i
usavriena. SuStinu ove tehnologije ¢ini upotreba obojenih terminatora (Dye
Terminator; Cetiri boje, za svaki nukleotid po jedna) koji se nalaze na kraju DNK
lanca i na osnovu kojih laserski ¢ita¢ uz pomo¢ sistema filtera daje grafik sa Cetiri
razli¢ite boje — crvena (T), crma (G), zelena (A) 1 plava (C). Protokol za
obelezavanje uzorka se zasniva na PCR metodi. Aparat za automatsko
sekvenciranje je povezan sa kompjuterom tako da se ceo proces odvija po
odredenom programu.

Direktno sekvenciranje PCR produkata je radeno tehnologijom
automatskog sekvenciranja. KoriSéen je kit 1 protokol za automatsko
sekvenciranje ku¢e “PERKIN ELMER”. To je ABI PRISMtm DYE Termonator,
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, koji koristi modifikovan enzim AmpliTaq
DNA Polymerase, FS. Ovim kitom mogu se sekvencirati dvolan¢ana DNK,
jednolan¢ana DNK i PCR produkti. Kit je specijelno optimiziran za tri tipa aparata
kuce “PERKIN ELMER”, medu kojima je i tip ABA 373 DNA Sequencer
koriS¢en u ovom radu.

PCR produkti koji su sekvencirani bili su veli¢ine oko 1400 bp. Pre
sekvenciranja PCR produkti su bili pre¢is¢eni specijalnim kitom za to — QIAquick
PCR Purification Kit. To je protokol gde se koriste specijalne kolonice. Ovako
preciS¢eni PCR produkti su koriéeni u reakciji sekvenciranja koja takode ima
svoj specifiéni PCR protokol od 25 ciklusa: 96 °C, 30 s; 50 °C, 15 s; 60 °C, 4 min.
Jedino odstupanje od protokola bila je promena temperature “annealing”-a, gde je
umesto 50 °C koriS¢eno 57 °C. Na toj temperaturi je fon iz sistema bio potpuno
eliminisan. S obzirom na to da su nasi PCR produkti bili dosta dugacki, koris¢en
je po jedan spoljasnji i tri unutra$nja prajmera za svaki lanac DNK. Sve PCR

reakcije su radene u PCR aparatu modela 480 koji proizvodi kuéa “PERKIN
ELMER”.



Tipi¢an “mix” za reakciju automatskog sekvenciranja izgledao je ovako:

Terminator Ready Reaction Mix Sl
Template PCR product 10-30 ng/pl 3-6 pl
Primer 3.2 pmole
HzO X },Ll

20 pl

Za razliku od klasi¢ne metode sekvenciranja, ovde se kompletna reakcija
odvija u jednoj epruveti. Posle zavr§enih 25 ciklusa PCR-a, obelezeni uzorci su
precipitirani dodavanjem 2 pl 3 M Na-acetata i 50 pl 95% etanola. Posle
inkubacije na ledu od 10 min, uzorci su centrifugirani(13000 rpm, 30 min), isprani
70% etanolom, osuSeni i resuspendovani u 4 pl pufera za elektroforezu. Pre
nano$enja na gel uzorci su denaturisani 2 min na 80 °C. KoriS¢ene su srednje i
dugacke elektroforeze (36 cm i 48 cm) 1 akrilamidni gelovi od 6% 1 4.8%.
Kori¢en je 1xTBE pufer i gotova smesa za akrilamidne gelove ku¢e BRL, u koju

su pred razlivanje dodavani amonijum-persulfat (10%) 1 TEMED.
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REZULTATI

PERFORMANGE OF PCR

DI SUDOREM ANTE VIRTUTEM POSUERUNT. (Hesiod)

Bogovi su ispred vrline stavili znoj.



4. REZULTATI

4.1. MAPIRANJE HISTIDINSKIH AUKSOTROFA IZOLOVANIH IZ polAl
SOJEVA

Histidinski operon E.coli se nalazi na 44. minutu fizicke mape hromozoma
(Berlyn et al., 1996). On lezZi na dva konsekutivna HindIII restrikciona fragmenta

¢ija je ukupna duzina 9.8 kb. Veéi, proksimalni fragment, iznosi 5.3 kb, dok

manyji, distalni, iznosi 4.5 kb (Carlomagno et al., 1988), slika 13.

0
Kb 1

Al

= = = SR A = s 05 5
= o) o) ST G W = & = =
= 2 = md oA H OB & & I = =
T his G D C B H

Slika 13. Histidinski operon sa restrikcionim mestima

Histidinski mutanti su izolovani iz DNK polimeraza I — deficijentnih
sojeva (polA1) i mapirani metodom komplementacije (Savi¢ and Romac, 1982).
Odsustvo komplementcije sa bilo kojim od od F’his plazmida iz seta za

komplementacuonu analizu (Tabela 1) je pokazalo da se u klasi stabilnih his”
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mutanata delecije pruzaju preko celog histidinskog operona. Ova grupa delecija je
nazvana velikim delecijama, u skladu sa terminom koji se inace koristi u literaturi
(“large deletions”). Dodatna analiza je pokazala da se ove delecije proteZu i u
sledeéi gen, gnd, koji se nalazi “udesno” od histidinskog operona i kodira enzim
glukozo-6-fosfat ~ dehidrogenazu  (his-gnd delecije). Dakle, prva globalna
informacija o velikim delecijama koju smo dobili u poCetnom skrinovanju
mutacija bila je da se krajevi delecija protezu “levo” i “desno” od histidinskog
operona i da duzina deletiranog fragmenta iznosi viSe od 10 kb.

Sve Cetiri nezavisno izolovane velike delecije su se u eksperimentima
mapiranja identi¢no ponaSale i nasa pretpostavka je bila da su iste. Zato smo
odlu¢ili da mapiranje velikih delecija poénemo sa jednom, a zatim, kada dobijemo
prve rezultate o eventualnim krajevima delecije, da u dalji rad ukljuc¢imo i ostale
tri. Izolovani deletanti bili su oznadeni slede¢im imenima: SY266, SY268, SY270

1SY272.

4.2. MAPIRANJE KRAJEVA DELECIIE

Pocetna strategija mapiranja krajeva delecija bila je zasnovana na
komparativnoj analizi hibridizacionih signala na hromozomalnim DNK izmedu
divljeg soja i mutanta. Posli smo od sledeée pretpostavke: ako hromozomalnu
DNK izolovanu iz divljeg soja i mutanta koji nosi veliku deleciju digeriramo istim
restrikcionim enzimima i hibridizujemo sa veéim brojem razli¢itih, poznatih DNK
proba iz divljeg soja E.coli koje pokrivaju oblast celog histidinskog operona i idu
preko njega u obadva smera, hromozomalna DNK iz divljeg soja ¢e sa svakom
probom davati pozitivan signal, dok ¢e DNK iz deletanta davati negativne signale
sa svim probama koje pokrivaju region delecije. Ova metoda se naziva “hodanje
po hromozomu” (“walking to chromosome™). Probe sa kojima DNK iz deletanta
daje prve pozitivne signale levo i desno od histidinskog operona bi¢e od interesa
za dalji rad, jer su krajevi delecije sadrzani u tim fragmentima DNK. Daljim

skra¢ivanjem tih proba doé¢i ¢emo do najmanjeg fragmenta koji daje pozitivan
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signal sa hromozomalnom DNK iz deletanta. On ¢e biti kloniran 1 podvrgnut
daljoj analizi. Sama priroda tog fragmenta, odnosno njegova struktura i pozicija u
odnosu na divlji soj, odredie dalju strategiju i metodologiju u radu. U
hibridizaciji sa DNK probama koje sadrze krajeve delecije treba ocekivati
razli¢itu sliku restrikcionih fragmenata izmedu divljeg soja i deletanta, dok probe
koje pokrivaju regione iza delecije, levo i desno od nje, i u divljem soju i u
deletantu treba da daju istu sliku restrikcionih fragmenata.

Polazeéi od napred navedenih pretpostavki, komparativna analiza izmedu
divljeg soja i deletanta metodom “hodanja po hromozomu” je uradena na sledeci
na¢in. Kao predstavnika mutanata izabrali smo soj SY266, prvi koji smo izolovali,
a kao divlji soj koristili smo DY100, pol4] soj iz koga je ova velika delecija
izolovana. Izolovali smo hromozomalne DNK iz oba soja i uradili totalnu
digestiju sa tri razli¢ita restrikciona enzima posebno (BamHI, Hind III i EcoRI).
Ovako digerirana DNK bila je razdvojena na agaroznom gelu i metodom Southern

blotting (Southern, 1975) prene$ena na nitrocelulozni filter, slika 14.

BamHI  Hindlll  EcoRI &
1=

e ey
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dist. His

5.3 kb
4.5 kb

23 kb
2.0kb

Slika 14. Digestije hromozomalnih DNK iz divljeg soja i deletanta
(WT-divlji soj; D-deletant)
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Zatim je takva DNK bila hibridizovana sa DNK probama obelezenim
radioaktivnim fosforom. Kao probe smo koristili jedan set klonova iz Koharine A
biblioteke hromozoma E.coli (Kohara et al., 1987). Svaki od Sest A klonova koje
smo imali nosio je deo hromozoma E.coli veli¢ine izmedu 15 1 20 kb. Klonovi su
bili izabrani tako da DNK fragmenti koje oni nose, pokrivaju region celog
histidinskog operona i njegovu “levu” i “desnu” stranu ulazeéi u gene gnd i sbcB
(43.144. minut). Svi A klonovi su bili preklapajuéi (prilog 3).

Na slici 15 je prikazana Sema jednog segmenta Koharine biblioteke koji
obuhvata 43. i 44. minut fizicke mape E.coli, na kojoj je oznafena pozicija
histidinskog operona i jednog broja prepokrivajucih fragmenata koji su klonirani.
Na Semi su posebno oznaceni klonovi i njihovi nazivi koje smo mi koristili u radu,

a ¢ija ¢e imena biti koriS¢ena u daljem tekstu.
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Slika 15. Koharina mapa: pozicija histidinskog operona i koris¢enih A klonova

Svih Sest klonova koje smo koristili kao probe (347, 348, 349, 350, 351 i 352) bili
su A vektori tipa EMBL 4 (prilog 4) u ¢&ije su restrikciono mesto EcoR/ klonirani
odredeni DNK fragmenti. Prvobitna ideja da kao probe koristimo cele A klonove

kako bismo u prvom krugu eliminisali neke od njih na osnovu negativne
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hibridizacije je odbalena, jer je nativni A fag, bez ikakvog DNK fragmenta iz
E.coli, davao pozitivne signale u hibridizaciji sa hromozomalnom DNK iz E.coli.
Zbog toga smo EcoRI digestijom odvajali “levu” i “desnu” ruku faga i eluirali
samo klonirani materijal. Od toga smo pravli radioaktivne probe: kompletan
klonirani fragment sa jednog klona bio je jedna proba. Probe su bile radioaktivno
obelezavane “nick”- translacijom. Samo je klon 350 bio obeleZen kao jedan veliki
fragment, dok su svi ostali klonovi bili smeSe od nekoliko fragmenata, Sto je
zavisilo od broja prisutnih restrikcionih mesta EcoR!/ na kloniranom fragmentu.
Za prvi krug hibridizacije, za diskriminaciju pozitivnih i negativnih klonova, broj
fragmenata nije bio znacajan.

Kako se moze videti na slici 15, klon 350 pokriva histidinski operon,
klonovi 351 1 352 pokrivaju “desnu”, a klonovi 347, 348 i 349 pokrivaju “levu”
stranu operona. Rezultati hibridizacije su prikazani na slikama 16, 17, 18, 191 20.
Na osnovu negativne hibridizacije sa hromozomalnom DNK iz deletanta, klonovi

3491350 su bili eliminisani kao negativni, slika 16.

S BamHI HindIIl EcoRI
i —_———— —_——— ———
WT D WT D WT D

7

Slika 16. Hibridizacija sa probom 349
*Hibridizacija sa probom 350 daje sli¢ne signale
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Prvi pozitivan signal s “desne” strane pokazivao je klon 351 koji je davao
razli¢itu restrikcionu sliku fragmenata kod divljeg soja i deletanta (slika 17), dok

je klon 352 koji sledi iza njega “udesno”, davao pozitivan signal u hibridizaciji i

identi¢nu sliku restrikcionih fragmenata kod divljeg soja i deletanta (slika 18).
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Slika 17. Hibridizacija sa probom 351

Kako klonovi 350, 351 i 352 slede jedan drugog “udesno” i medusobno se
preklapaju, na osnovu dobijenih rezultata autoradiografija bilo je jasno da desni
kraj delecije nosi klon 351, i to na onom delu fragmenta koji se ne preklapa ni sa
jednim od klonova 350 i 352.

Analizom “levog” kraja videli smo da prvi levi klon od histidinskog
operona, 349, pripada deleciji (slika 16), dok klonovi 348 i 347 koji ga slede
“ulevo” i preklapaju se, daju pozitivne signale u hibridizaciji, ali oba klona

pokazuju razli¢itu sliku restrikcionih fragmenata izmedu divljeg soja i deletanata
(slike 191 20).
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Slika 19. Hibridizacija sa probom 347
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Slika 20. Hibridizacija sa probom 348

Nasa pretpostavka je bila da se “levi” kraj delecije nalazi na
preklapaju¢em delu fragmenata koje nose klonovi 347 1 348. Na osnovu Koharine
mape i pozicije naSih klonova (slika 15) i na osnovu dobijenih rezultata
hibridizacije, grubo smo procenili da se veli¢ina delecije kreé¢e izmedu 35 i 40 kb,
Sto se, kako ¢emo kasnije videti, ispostavilo ispravnim.

U dalji rad za odredivanje krajeva velikih delecija usli su klonovi 351, 347
1348. Pozitivni rezultati u hibridizaciji koje su dali ovi klonovi odredili su ih za
dalji rad, iako su, s druge strane, njihove slike restrikcionih fragmenata dobijene
sa hromozomalnim DNK iz divljeg soja i deletanta bile veoma komplikovane za
analizu. Orijentisali smo se prvo na analizu “desnog” kraja delecije, tj. klona 351.
Inace, kako ¢e se kasnije videti u ovom radu, klon 351 je bio najvazniji jer nam je

pruzio vazne informacije i rasvetlio mnoge prethodne nejasnoée. Zato ée o njemu

biti izneseno vise detalja.
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43. ANALIZA KLONA 351 I KONSTRUISANJE DNK PROBA ZA
MAPIRANIJE “DESNOG” KRAJA DELECIJE

Sledeci korak je podrazumevao pravljenje kra¢ih DNK proba od fragmenta
koji je nosio klon 351, a to je oko 20 kb. Na Koharinoj mapi (Kohara et al., 1987)
za svaki klon je data i restrikciona mapa za osam najceS¢e koriS¢enih restrikcionih
enzima. Medutim, nasi rezultati restrikcionog secenja A klonova pokazivali su
dosta odstupanja od Koharinih koji su bili dosta neprecizni, tako da smo se drzali
nasih restrikcionih mapa. Na slici 21 su prikazane digestije klonova 349, 350 1

351 sa enzimima BamH1, Hindlll1 EcoR1.

349 350 351
KBHETZ KBHEZKEBHE

z
2
<

23.1kb

9.4kb

6.5kb

43 kb

23kb
2.0 kb

K-kontrola; B-BamHI; H-HindIII; E-EcoRI

Slika 21. Digestije klonova 349, 350 i 351
Odlucili smo da HindIII digestiju klona 351 iskoristimo za pravljenje

manjih proba. Eluirali smo &etiri HindIIl fragmenta, duzina: 6 kb, 4.5 kb, 2.5 kb i
1.5 kb (prilikom HindIII digestije ovog klona, jedan deo kloniranog fragmenta
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duzine od oko 5 kb ostaje vezan za “kracu” ruku faga, prilog 4). Svaki od ovih
fragmenata je bio radioaktivno obelezen i koriS¢en posebno kao proba u
hibridizaciji sa hromozomalnim DNK iz divljeg soja i deletanta koje su takode
bile totalno digerirane enzimom Hindlll. Na slici 22 su predstavljene
autoradiografije na kojima se jasno vidi da ¢e u dalju analizu uc¢i samo fragment
od 6 kb. Tri manje probe (4.5, 2.5 1 1.5 kb), kako se vidi, daju identi¢ne signale i
sa divljim sojem i sa deletantom. Naknadna hibridizacija sa fragmentom od 5 kb
koji je ostao vezan za “kracu” ruku faga, pokazala je da je ovaj fragment DNK

kod mutanta deletiran, slika 23.

6 kb 45%kb 25kb 7 1.5kb

Slika 22. Hibridizacije sa subprobama od 6 kb, 4.5 kb, 2.5 kb1 1.5 kb

BamHI HindIII EcoRI

Slika 23. Hibridizacija sa subprobom od 5 kb
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HindlIII fragment od 6 kb je bio kloniran na plazmid pUCI18 (prilog 5) s
ciljem da se amplifikuje i da se od njega naprave joS krae probe. U slede¢em
koraku smo ovaj klon isekli enzimima HindIlI/EcoR! 1 dobili tri manja fragmenta
od 4 kb, 1.5 kb 1 0.5 kb (plus linearni plazmid). Na 1sti na¢in kao u prethodnom
koraku, fragmenti od 1.5 kb 1 0.5 kb su eliminisani jer su pripadali deletiranom

regionu, a fragment EcoR1 od 4 kb je usao u dalji rad, slika 24.

4kb 1.5kb 0.5 kb

Slika 24. Hibridizacije sa subprobama od 4 kb; 1.5 kb; 0.5 kb

Ovaj eluirani fragment smo sekli razli¢itim restrikcionim enzimima trazeéi
manje fragmente pogodnih veli¢ina za pravljenje “subproba”. Tako smo duplom
digestijom enzimima BglIl/PstI dobili tri fragmenta pribliznih veli¢ina 1.9 kb, 1.1
kb10.9 kb i od njih napravili nove probe. Hromozomalne DNK iz divljeg soja i iz
deletanta smo digerirali sa vise razli¢itih enzima — HindIII, EcoR1, HindIIl/EcoR1
1 Pst 1 hibridizovali sa ovim probama, slika 25.

Fragmenti od 1.9 kb i 1.1 kb (EcoR1/Pstl i Pst1/BglIl ) su bili eliminisani
jer je hibridizacija pokazala da pripadaju deletiranom regionu. Konacno, proba od
0.9 kb (EcoRI/Bglll) je bila najmanja koja je davala pozitivan signal u

hibridizaciji sa deletantom. Ovaj fragment od 0.9 kb je bio kloniran direktno u
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restrikciono mesto EcoRI/BamH vektora M13mpl8 (Bglll 1 BamHI su
izosizomeri) kako bi bio sekvenciran (prilog 6). Na slici 26 je Sematski prikazan
postupak pravljenja odgovaraju¢ih manjih proba na osnovu rezultata hibridizacije,

polazeci od pocetnih 20 kb do subklona od 0.9 kb.

Hind[T EcoRI HE  Psil o Hindll EcoRT HE  Pstl
e N ~ ) e Ve Ve Ve G
E WIDWTDWT DWTD Ei\i WIDWIDWITDWTD

(@h]
1.1 kb
4 kb

Slika 25. Hibridizacije sa subprobama od 4 kb (A); 1.9 kb (B); 1.1 kb (C); i 0.9 kb (D)

Zanimljivo je, kako se na prikazanim radiografijama moZe videti, da je
slika restrikcionih fragmenata kod divljeg soja i deletanta koju daje ova proba od
0.9 kb veoma sli¢na onoj koju daje cela proba od 4 kb sa koje je ovaj mali
fragment subkloniran. Ono $to je evidentno u celoj ovoj analizi “hodanja po
hromozomu” je da je diskriminacija hibridizacionih signala izmedu deletiranog i
nedeletiranog regiona hromozoma uvek bila vrlo jasna, dok je “kriti¢an” fragment

(proba) koji nosi kraj delecije, podevsi od 20 kb na podetku analize pa sve do
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najmanje probe od 0.9 kb, uvek davao veoma sloZenu i komplikovanu ali
istovremeno 1 intrigiraju¢u sliku. Jedina informacija koja je proizilazila iz serije
prikazanih hibridizacija bila je da pozitivnu probu (fragment) treba dalje
skraéivati, do najmanje moguce. Restrikcione enzime ili kombinaciju enzima za

skra¢ivanje proba smo birali empirijski.

20 KB A klon 351

1 Hind I digestija

6 KB klon pUC 18

l Eco RI/Hind III digestija
4KB ————
Bgl I / Pst I digestija

0.9KB Bgl I/ Eco RI fragment

| KLONM13 mp18 (Eco RI/Bam HI )

SEKVENCIRANJE

ISs

Slika 26. Sematski prikaz skraé¢ivanja odgovarajuéih DNK proba

Dakle, klonirani EcoR1/BglII fragment na M13mp18 veli¢ine 0.9 kb je bio
sekvenciran. Metodom klasi¢nog sekvenciranja prema Sanger-u, univerzalnim
prajmerom smo sekvencirali 331 bp kloniranog fragmenta. Ova sekvenca je bila
dovoljne duzine da se ubaci u NUCLEOTIDE SEQUENCE DATABASES i
podvrgne kompjuterskoj analizi (Altschul et al., 1990). Ovaj program je
optimiziran za trazenje identi¢nih ili skoro identi¢nih sekvenci koje se nalaze u
bazi podataka. Na nase iznenadenje, kompjuterska analiza nam je pokazala da je
sekvenca od 331bp deo insercione sekvence IS5. Ovaj podatak je s jedne strane
dao objasnjenje za veoma komplikovane slike restrikcionih fragmenata u svim

nasim hibridizacijama, a s druge strane je opredelilo strategiju naseg daljeg rada.
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4.4. ANALIZA LEVOG KRAJA DELECIE 1 DETEKCIJA IS5 SA OBE
STRANE HIS OPERONA

Bilo je o¢igledno da IS5 ucestvuje u promovisanju velikih delecija u Ais
regionu. Kako? Moguca su bila dva modela, slika 27: (1) ako je his region
omeden sa dva IS5 elementa iste orijentacije oni mogu generisati delecije putem
rekombinacije. U tom slucaju bi ukupan broj IS5 u soju sa delecijom u odnosu na
parentalni soj trebalo da bude n-1, jer jedan ekvivalent IS5 biva eliminisan sa
deletiranim fragmentom; (2) ako postoji IS5 samo s jedne strane his operona
moguce je da mehanizam nastanka delecije prvo ukljucuje “intragenomski skok”
IS5 preko his operona pri ¢emu bi se IS5 udvojila, a zatim bi doSlo do
rekombinacije kao u modelu (1). U tom slucaju ukupan broj kopija IS5 u divljem
soju 1 deletantu bi bio isti. Merenje broja kopija IS5 ili testiranje postojanja jo$
jedne IS5 s druge strane operona podrzalo bi jednu od ove dve teorijske

moguénosti.

Model 1

ab ab ab his cd

A

TRASPOZICIJA IS 5

Model 2

Slika 27. Modeli nastanka velikih delecija promovisanih IS5 elementima
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Kako je ve¢ receno u uvodu ovog rada, IS5 je dugacka 1195 bp 1 fragment
EcoR1/Bglil koji smo mi klonirali predstavlja njen sredi$nji deo i iznosi 940 bp,
slika 28.

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 kb
J

i]:’vull, IEcc»Rl
3 1S5

Slika 28. Uproséena Sema IS5 elementa
(Muramatsu et al., 1988)

Na slici 29 su predstavljene dve dodatne autoradiografuje gde je kao proba
koriS¢ena IS5 (fragment EcoR1/Bglil), a hromozomalne DNK iz divljeg soja i
deletanta su digerirane veéim brojem razli¢itih restrikcionih enzima. Medu
digestijama je i dvostruka digestija EcoR1/Bglll, sa kojom pozitivan signal jo§
jednom potvrduje da je re¢ o ISS5.

P EP B EB PB EB
P e I e e e U N P et
WID WID WID WID WTD WT D

P-Pst[; B-BglIl; E-EcoRI

Slika 29. Hibridizacija hromozomalnih DNK iz divljeg soja i deletanta sa IS5 kao probom
Analizu levog kraja delecije otpogeli smo sa idejom da utvrdimo

postojanje IS5 elementa i sa leve strane histidinskog operona. Na na§ zahtev i

interesovanje, od Kohare smo dobili detaljniju mapu segmenta hromozoma E.coli
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i klonova sa kojima smo radili (347, 348 1 351), jer je od 1987. godine kada je
Kohara prvi put objavio A biblioteku, mapa bila korigovana i dopunjavana novim
detaljima. Od njega smo dobili potvrdu da su IS5 elementi locirani na sva fri
klona od interesa za nas — 347, 348 i 351. Ova informacija je podrzala nasu
pocetnu hipotezu na osnovu prvih rezultata hibridizacije da se krajevi velike
delecije nalaze na ovim klonovima. S druge strane, informacija o postojanju IS5
elemenata s obe strane histidinskog operona podrzala je teorijski model o
nastajanju velikih delecija putem homologe rekombninacije izmedu repetitivnih
sekvenci. Imajuéi klonirani i potvrdeni IS5 fragment od 940 bp i znajuéi njegovu
poziciju na subklonu od 6 kb, digestijom klonova 347, 348 1 351 bilo je potvrdeno
prisustvo identi¢nog fragmenta EcoR1/BglIl od 940bp u sva tri klona, slika 30.

Strategija daljeg rada na detaljnoj analizi velikih delecija bila je kompletno

zasnovana na PCR tehnologiji.

ECORI./Bg kontrole

o 7 ™ P S
=i el =i ~ — ~

| =4 0 < 2 0 < ¢
= V=3 32l IS2) 32} [3a} 2] 2]
8 = = = =1 =] = =1
w (=} =} =} =} (=} (=} =]
< ~ v ~ v 2 > x

21kb

WL
hi—

=
5%

2.0kb
1.6 kb
1.4 kb

4 kb
3 kb

OO
o0\O

Slika 30. Prisustvo IS5 elementa (fragment EcoR1/BglII)
sa obe strane histidinskog operona
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4.5. ANALIZA VELIKIH DELECIJA PROMOVISANIH IS5 ELEMENTIMA
PCR TEHNOLOGIJOM

Kompletna sekvenca hromozoma E.coli (Blattner et al., 1997) dala nam je
moguénost da primenom PCR tehnologije i sekvenciranja analiziramo proces
rekombinacije koji dovodi do formiranja velikih delecija posredovanjem IS5
elemenata na nivou primarne strukture DNK. Dakle, imali smo ta¢nu lokaciju oba
IS5 elementa u odnosu na histidinski operon i kompletno poznatu sekvencu celog
regiona hromozoma koji smo analizirali. Pored ovoga, na osnovu nasih rezultata
hibridizacije i sekvenciranja, postavili smo hipotezu da velike delecije nastaju
procesom rekombinacije izmedu dva IS5 elementa iste orijentacije koji se nalaze
sa obe strane histidinskog operona. Kako je napred ve¢ re€eno, model nastanka
ovakvih delecija podrazumeva rekombinacioni dogadaj izmedu homologih
sekvenci koji rezultira u deleciji intermitentnog materijala i jednog ekvivalenta
IS5. PCR strategiju smo zasnovali na toj dinjenici i dizajnirali dva para
olgonukleotida koji bi u PCR reakcijama trebalo da diskriminiSu divlji soj 1
deletanta 1 da na posredan nacin potvrde nasu hipotezu.

Na slici 31 su Sematski prikazane pozicije oligonukleotida P1, P2, P3 1 P4
koje smo koristili u PCR reakcijama.

Prajmeri P1xP2 amplifikuju “levu” IS5, dok prajmeri P3xP4 amplifikuju
“desnu” IS5 sekvencu koje su prisutne u divljem soju. Ukoliko je na$
pretpostavljeni model o nastajanju velikih delecija taan, amplifikacije P1xP2 i
P3xP4 bi u divljem soju dale pozitivan rezultat, dok bi kod deletanta obe
amplifikacije bile negativne. Medutim, amplifikacija P1xP4 bi kod deletanta bila
pozitivana i rezultirala bi u pojavi male trake, dok bi u divljem soju amplifikacija
P1xP4 bila negativna iz razloga $to Taq polimeraza nije u stanju da amplifikuje
tako dugacke fragmente DNK (~35 kb). Sve tri amplifikacije — P1xP2, P3xP4,
P1xP4 — davale su fragmente priblizno iste duzine (1414 bp, 1383 bp, 1403 bp).
PCR reakcije su radene paralelno na hromozomalnoj DNK iz divljeg soja i

deletanta (94 °C, 1 min.; 60 °C, 30 s; 72 °C, 1 min.; 30 ciklusa).
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IS5
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Slika 31. Strategija PCR tehnologije za diskriminaciju divljeg soja i deletanta

Na slici 32 su prikazane PCR reakcije koje veoma jasno diskriminiu divlji
soj 1 deleciju 1 na posredan nadin podrZavaju pretpostavljeni model o nastanku
velikih delecija rekombinacijom izmedu dva IS5 elementa.

Na isti nacin, PCR reakcijama smo pokazali da su i ostala tri mutanta,
SY268, SY270 i SY272, identi¢ni kao i SY266 koji je od pocetka bio koriséen
kao model u analizi velikih delecija.

Na slici 33 su prikazane PCR reakcije (P1xP2, P3xP4, P1xP4) na divljim
sojevima (MG1655, W3110 i DY100) i na preostala tri mutanta koji nose veliku

deleciju.



neg. kontrola W 3110 SY 266
r——T T

858 & &
= £ f & &

}

P1xP4
P1xP2

xP4
P1xP4

W 3110 W 3110 SY 266 SY 266
e e T el

Slika 32. PCR reakcije P1xP2, P3xP4 i P1xP4 sa hromozomalnim DNK
iz divljeg soja (W3110) i deletanta (SY266)
(na slici su prikazane tri nezavisne PCR reakcije)

eg.
Komioola W3110 MG1655 DY100 SY268 SY270 SY272

Slika 33. PCR reakcije P1xP2, P3xP4 i P1xP4 sa hromozomalnim DNK
iz divljih sojeva W3110, MG1655 i DY 100 i deletanata SY268, SY270 i SY272

Dakle, PCR metodologija je pokazala da sve &etiri velike delecije nastaju
na isti nacin, odnosno da sve etiri sadrze po jedan “rekonstruisani” IS5 element

koji je nastao u procesu rekombinacije izmedu dva ekvivalenta IS5 koji omeduju

63



histidinski operon. Rekombinovana IS5 sekvenca nalazi se na PCR fragmentima
dobijenim amplifikacijom P1xP4 u sva Cetiri soja sa delecijom. Nas$ sledeci korak
bio je odredivanje sekvence novoformiranog IS5 elementa koji bi omogucio
analizu procesa rekombinacije na nivou primarne strukture DNK.

Poznato je da je medu insercionim sekvencama zastupljen polimorfizam,
tj. da one nisu apsolutno identi¢ne. Na toj Cinjenici smo i zasnovali ideju o
odredivanju nukleotidne sekvence rekombinovanog IS5 elementa koji bi trebalo
da sadrzi polimorfne nukleotide iz obe IS5 sekvence iz kojih je nastao. Tek takva
sekvenca bi bila definitivna potvrda da je doslo do rekombinacije izmedu dva IS5
elementa, a na osnovu rasporeda polimorfnih nukleotida moglo bi se odrediti gde

se rekombinacija dogodila.

4.6. ODREDIVANJE PRIMARNE STRUKTURE REKOMBINOVANOG IS5
ELEMENTA

Nukleotidna sekvenca IS5 elemanta bila je poznata od 1981.godine
Medutim, s obzirom na to da je kod IS elemenata zastupljen polimorfizam i da je
nasSa analiza rekombinacije zahtevala veoma preciznu nukleotidnu sekvencu
konkretnih ISS elemenata ¢iju smo lokaciju odredili, informaciju o polimorfizmu
izmedu ova dva IS5 elementa (na Koharinoj fizi¢koj mapi oznadenih kao IS5H i
IS5T) dobili smo iz kompletne nukleotidne sekvence hromozoma E.coli (Blattner,
1997). Nukleotidna sekvenca hromozoma E.coli uradena je na divljem soju linije
K-12, MG1655. Sojevi MG1655 i W3110 se danas uzimaju kao referentni divlji
sojevi za E.coli K-12, mada soj W3110 sadrzi jednu inverziju u delu hromozoma
za ribozomalne gene. Koriste¢i podatke sa INTERNET-a i BLAST Search
Program-a (Blast Entrez) (Altschul et al., 1997), dobili smo uporednu nukleotidnu
sekvencu oba IS5 elementa u sojevima MG1655 i W3110. Komparativna analiza
nukleotidne sekvence je pokazala identitet od 100% izmedu ova dva soja u
odnosu na IS5H i IS51. Izmedu IS5H i IS51, odnosno “levog” i “desnog” IS5

elementa, otkrili smo 5 polimorfnih nukleotida koji su rasporedeni tako da po
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jedan pada u oba terminusa IS5, a ostala tri padaju u srediSnji deo EcoR1/Bgll]

fragmenta. Na slici 34 su prikazane nukleotidne sekvence ISSH i ISSI sa

oznacenim polimorfnim nukleotidima.

gaaatccagg
acaacgtaat
Tggggaaatt
fetoecgtaa
tccccagttt
tggccagecgt
ctttcacgaa
tgectggettt
aggttcttac
cctcgcgcetyg
gcagcagatt
gggtcaggcec
tgcctttett
tgggtgccte
cggccagcca
ggtggcggaa
caaacagacg
tgtaccaatg
cattaccagc
tctgctccat
cactgtcgge
caaacatgat
ctctcggtaa
caccagatgt

tgatcctgeg
tttattaagg

ctattgattce
agaattatcc
cttctecggct
atgccttgaa

aacgtcagey
ggaatggtgg
gactcagtca
tcagcctatt

ttagtgagat ctctcccact

gaataacatc
gccgaactgt
catgtattcg
cttgecgggyg
tggecgecect
acccagctga
Gctcttggca
ggtctgatgc
aatgatggtg
gcgattgatg
attcatgatg
catggaggcg
ctgcatgcag
cttggggtaa
gcgggacaag
gaaggtaagt
ctcatatcag
ggcactgtca
ttaaccgggt

caccaatcaa
aaggtgcgaa

gccagttagt
cgcttgatga
atgttgatgg
cgctcggcga
tggtagccgg
ttgaggtcat
tcgacaccaa
atctccggat
gcatcgacca
gtcttgaaca
gtggtgeggt
atttcgtaca
tgaatgcgta
aacggctcga
aaaatctctt
tgatgactca
ggacttgttc

acagatctge
cgactatgca
tttcacteoct
tagaccgttt
gacgtatcat
tatcgttttt
tgcgaaatgg
ccgttttgtt
tcagccagte
catcggctga
gctecgttgge
tgtgggeett
cgcgttgctg
aggtgccttg
attggeggge
ccggcaaggce
gagcatcttc
gcatggttte
tgacttccac
ttctggtctg
tgatgaaccc
gcaccttccc

cagcattcaa
aaccacgacc

caaccgtatc
taagCgggga

ttcttcatgt
gtttettege
tcatttggtc
ttttcagcaa
atgggtgcte
tgttcttgcg
agtccacatc
ctgagacaaa
tggcegeggt
ccttcatgece
gotgctolt
cttgagtcat
gggccagttyg
aggcgctatc
cttccatege
tttccagegg
ccaccatgtt
tctoacggeyg
accctgttcT
Lcettaatcc

ttgagccgat
catttaaggc
cgcccgaaac
cceccettgtat
caccCtggec
tggatgctgt
cacctcggcee
ttgetectet
ggtgacCagyg
daagtgccac
gttcttggtce
catgacgcct
atgctgctcc
cagggataac
gccategetce
ataaggtcge
ttgccatggc
cttactgctg
atggctccag
ctaacataaa

ttttteteec
gttatecceca
aggttggcca
ctggctttca
cggatgetgg
ttcaaggttc
agctcctege
ccatgcagca
ctgtgggtca
tgattgcctt
gagctgggty
gcttcggceca
agcaggtggce
cgggcaaaca
aggttgtacc
cggccattac
agaatctgct

aattcactgt

atgacaaaca
tgacacaata

cagaatgtga
cagtcgggga

agaatagata
aattcttctc
gtaaatgcct
gtttttagtg
gcgtgaataa
cgaagccgaa
ctttcatgta
ttaccttgeco
gctgtggcge
gattacccag
ggccActctt
tcttggtctg
cctcaatgat
gccagcgatt
ggaaattcat
gacgcatgga
aatgctgcat
cagccttggg
ccatgcggga
cggcgaaggt
tgatctcata
aaatcagaaa

gctgtaaaag
ctagggaagg

aacttgtaaa

tgcgaataag IR

tcatgtttga
cttegecatt
ttggtccgee
cagcaaccce
gtgctccacc
cttgcgtgga
cacatccacc
gacaaattgce
cgcggrggtyg
catgccaaag
ctetttgtte
agtcatcatg
cagttgatge
gctatccagg
catcgcgcca
cagcggataa
catgttttge
acggcgctta
tgttecCatgg
tagaacacca
cttgccagat
tatattccat

ctthetttag
ggctgactca
tgaatcagcc
agatctctcc
catcgccagt
ctgtegetbtyg
ttcgatgttyg
ggggcgeteg
cccttggtag
ctgattgagg
ggcatcgaca
atgecatctee
ggtggcatcg
gatggtcttg
gatggtggtg
ggcgattteg
gcagtgaatg
gtaaaacggc
caagaaaatc
aagttgatga

geogartite
taaggcgtta
cgaaacaggt
ttgtatctgg
Ttggccecgga
tgctgtttca
tcggccaget
tcectetceccat
acTaggctat
tgccactgat
ttggtcgagce
#CgUCLgCEL
tgctccagca
gataaccggg
tcgctcaggt
ggtcgccgge
catggcagaa
ctgctgaatt
ctccagatga
caatttcgct
ttattagcgce
ctEctcgctg

gaatttttgt
gtcatttcat
tatttagacc
cactgacgta
tggttatcgt
atgatgcgaa
atggccgttt
gcgatcagcc
ccggcatcgg
tcatgctcgt
ccaatgtggg
ggatcgcegtt
accaaggtgc
aacaattggc
cggtccggcea
tacagagcat
cgtagcatgg
tegatgactt
tcttrtetgg
ctcatgatga

Bglll

EcoRI
IR

IR
Belll

EcoRI

tcagggactt gttcgcacct TR

gcacaggaaa

ttttcttacg

Slika 34. Nukleotidne sekvence ISSH (A) i ISSI (B) elemenata
sa oznac¢enim polimorfnim nukleotidima
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Nasa prvobitna strategija za sekvenciranje je bila da cetiri PCR fragmenta
(1403 bp) dobijena amplifikacijama P1xP4 kloniramo tako $to ¢emo ih
amplifikovati oligonukleotidima Pl i1 P4 kojima smo na krajevima dodali
restrikciona mesta HindlII 1 Pst/ (P1H 1 P4P). Medutim, susreli smo se sa
problemom da su svi klonovi koji su nosili fragment sa celom IS5 sekvencom
pokazivali izuzetno veliku nestabilnost, dok su klonovi sa fragmentom
EcoR1/BglIl kojima su nedostajali terminusi bili potpuno stabilni. O nestabilnosti
klonova 1 o problemu kloniranja PCR fragmenta koji nosi celu IS5 biée re¢i u
diskusiji ovog rada, jer je, kako smo kasnije ustanovili, ovaj problem bio vezan za
strukturu same sekvence IS5 elementa, odnosno njenog levog terminusa.

PoSto nismo uspevali da dobijemo klon sa celom IS5 odlucili smo da
tehnologijom automatskog sekvenciranja direktno sekvenciramo PCR fragmente.
Sledeci protokol za automatsko sekvenciranje PCR fragmenata na¢injen za aparat
tipa 373A koji smo koristili, sekvencirali smo oba lanca pri ¢emu smo za svaki
lanac DNK koristili po Cetiri prajmera: jedan eksterni (spoljasnji) i tri interna
(unutrasnja). Kao spoljasnje prajmere smo koristili P1 i P4, dok smo unutrasnje
prajmere (P5-P10) dizajnirali tako da polimorfni nukleotidi ne budu ukljuceni u
njih. Na slici 35 (A 1 B) su prikazane pozicije prajmera za sekvenciranje.

Medutim, iako smo imali nukleotodne sekvence IS5 elemenata iz divljih
sojeva objavljenih u literaturi, morali smo da sekvenciramo i IS5 elemente iz
parentalnog soja koji nosi pol4 1 mutaciju, DY100, iz koga smo izolovali mutante
kako bismo sa njima uporedili rekombinovanu IS5. Naravno, ovo je podrazumevalo
sekvenciranje oba IS5 elementa, a to zna¢i PCR fragmente P1xP2 i P3xP4, pri
cemu smo menjali spoljasnje prajmere, dok su unutradnji prajmeri bili isti (P5-
P10). Posto soj DY100 vodi poreklo od W3110, ovaj soj smo takode uvrstili u
sekvenciranje, a pored njega i MG1655 kao jo$ jedan referentni soj za proveru
zvaniCne sekvence iz literature sa nafom sekvencom. Dakle, nad materijal za
sekvenciranje je bio priliéno obiman jer smo pored rekombinovanih IS5

elemenata sekvencirali i nativne IS5 elemente iz tri soja.
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P1

PS5
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P3

PS5
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P9

1381 ateceecade

gcazaacatt
ccattacgaa
aaatgcgtca
tgctactccc
aacgtcagceyg

gcagcagatt
gggrcaggcec
tgcctttett
==

tgggtgcctce

i

agaattatcc
ctteteggek
atgccttgaa
ttagtgagat
gaataacatc
gccgaactglt

ggaatagtgg
gactcagtca
tcagcctatt
cteteceact
gccagttggt
cgcttgatga

tacgcgatta
ataagazggc
ttgacagcgg
ggaacaacca
acagatctgc
cgactatgca
tttcatttct
tagaccgttc
gacgtatcat
tatcgttttt
tgcgaaatgg

atactgcgeg
attacggaat
tttctgtgga
gcaaacgggce
gctgtaaaag
ctagggaagg

Taatataatt
agccagactt
ttgacacatt
attgtgttct
aacttgtaaa
tgcgaataag

tcatgtttga
cttegececatt
ttggtecgee
cagcaacecce
gtgctcecacc

catgtattcg
cttgeegggg
tggcgcccect
acccagctga

ctecttggea
ggtctgatgce
aatgatggtyg

!

01

61 cggccagcca
21 ggtggcggaa
caaacagacg
tgtaccaatg
cattaccagc
tetgetceeak
cactgtcggc
caaacatgat
ctctcggtaa
caccagatgt
acatcatcaa
aattcttcaa
tettttggtg
ctacgtcaac

7741
7801
7861
7921
7981
8041

taaaatacgt
tgaaaaaaaa
atgaagtctg
aaagtaacct
tgatcctgce

Cttattaacg

gcgattgatg
attcatgatg
catggaggeg
ctgcatgcag
cttggggtaa

atgttgatgg
cgctcggcga
tggtagccgg
ttgaggtcat
tcgacaccaa
atctccggat
gcatcgacca
gtcttgaaca
gtggtecggt
atttcgtaca
tgaatgcgta
aacggctcga

cegttttgtt cttgegtgga

tcagccagtc

cacatccacc

gccgatLrre
taaggcgtta
cgaaacaggt
ttgtatctgg
Ttggccecgga
tgctgtttca
tcggcgagcet

catcggctga
gctegttgge
tgtgggcctt

gacaaattgce
cgcggtggtg
catgccaaag

tectétceat
acTaggctgt
tgccactgat

cgcgttgetyg
aggtgccttg
attggcgggce
ccggcaaggce
gagcatcttc

ctctttgttce
agtcatcatg
cagttgatgc
gctatccagg
catcgcgcca

ttggtcgagcg
acgcctgcett
tgctccagceca

gataaccggg
tcgctcaggt

gcatggtttc
tgacttccac

gcgggacaag
gaaggtaagt
ctcatatcag
ggcactgtca
ttaaccgggt

aaaatctctt
tgatgactca
ggacttgttc

ttctggtctg
tgatgaaccc
gocacctteee

cagcattcaa
aaccacgacc

cagaatgtga
cagtcgggga

gaataaggég
catttagaag
gttgacctaa
attctcctecg

tttctggeta
cttcgattgt
acaccagcca
tgatcgaagc
caccaatcaa
aaggtgcgaa

gtttatcaca
atgtgttatct
ggtagcagtt
aatagazaat

aatatctaaa
catgatgagc
ggctaagcect
catttacacg
caaccgtatc

taagCgggga

8101
8161
B221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641

ttcttcatgt
gtttettege
tcatttggtc
ttttcagcaa
atgggtgcte
tgttcttgeg

ctgagacaaa
tggececgeggt
ccttcatgecce

ttgagccgat
catttaaggc
cgcccgaaac
cceecttgtat
caccCtggec
tggatgctgt

agtccacatc cacctcggcc

ttgecbcetet
ggtgaccagg
azagtgccac

tttttctecee
gttatcecca
aggttggcca
ctggctttca
cggatgctgg
ttcaaggttc
agecteccectege
ccatgcagca
ctgtgggtca
tgattgcectt

8701
8761
8821
8881
8941

gctgctcettt
cttgagtcat
gggccagttyg
aggcgctatc
cttccatcgc

gttcttggtc

gagctgggtg

ctcagagcaa
aaaggcatac
tatcctgatyg
gcagccccgg

agtaccereet
ataatgtatc
caagcacagg
cacaaaatct
agaatagata
aattcttctce
gtaaatgcct
gtttttagtg
gcgtgaataa
cgaagccgaa
ctttcatgta
ttaccttgec
gctgtggege
gattacccag
ggcchActctt
tcttggtectg
cctcaatgat

cagcggataa
catgttttgce
acggcgctta
tgttcCatgg
tagaacacca
cttgccagat
tatattccat
cgttcttcag
aaactggacg
cgctgagatt
caagtgattc

aagtgccatc
gcatgaaaag
tcaatatctt
gazaaaacgta
cttteoctttag
gcctgactca
tgaatcagcc
agatctctce
catcgccagt
ctgtcgcttg

ggtcgeeggce
catggcagaa
ctgctgaatct
ctccagatga
caatttcgcet
ttattagcgc
cttetegectg
caggcgggat
tattgtattec
tctgtaatat
scattttcta

tgaaggcttt
cgggaacata
cacagtacat
ceageataaa
gaatttttgt
gtcatttcat
tatttagacc
cactgacgta
tggttatcgt
atgatgcgaa

ttcgatgttg
ggggcgeteg
ccecttggtag
ctgattgagg
ggcatcgaca
atgcatctec
ggtggcatcg

catgacgcct
atgctgctece
cagggataac
qccathcgg

9001
9061
91271
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601

Lttccagegg
ccaccatgtt
tctgacggey
accctgtteT
Lccttaatec
gaataatcat
cgcttacttt
ggattcaaaa
accgcaatat
gcataatgct
ttgtagtgct

ataaggtcgc
ttgccatggce
cttactgetg
atggctccag
ctaacataaa
gtaaagattt
cgacatattt
acaaaatgta
tattattatg
ggcatatttg
catcgtcagce

gcttcggcecca
agcaggtggce
cgggcaaaca
aggttgtacc
cggccattac
agaatctgcet
aatlcactgt
atgacaaaca
tgacacaata
cgctteatct
aatatatgtc
dbtcateatet
accaaagccg
tttcaataat
attaagattt

gccagcgatt
ggaaattcat
gacgcatgga
aatgctgcat
cagccttgog

gatggtcttg
gatggtggtyg
ggcgatttcg
gcagtgaatg
gtaaaacggc

atggccgttt
gcgatgageg
ccggecategg
tcatgctcgt
ccaatgtggg
ggatcgcgtt
accaaggtgce
aacaattggc
cggtccyggca
tacagagcat
cgtagcatgg
tcgatgactt

ccatazggga
cggcgaaggt
tgatctcata
aaatcagaaa
£ggaacaggc

caagaaaatc
aagttgatga

tcttttctgg
ctcatgatga

tcagggactt gttcgcacct

gcacaggaaa
ataatgtact

ttttcttacg
aaaagcataa

agcaaatcat
gcgggtctat
tatacacctc
agagagtcctt
tcgagtaatt

catgcttcat
atttttcctt
cactaatata
tgttgtcgcecg
ttttgatgta

gatgatatcg
tacatacgcc
gtccaggcct
tacgataatc
gtcttcatgt

Slika 35. Pozicije prajmera za sekvenciranje ISSH (A) i ISSI (B)
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Sekvence IS5 elemenata koje smo dobili automatskim sekvenciranjem
PCR fragmenata P1xP2 i P3xP4 su pokazale apsolutnu identi¢nost sa sekvencom
objavljenom u literaturi (MG1655, W3110). Sekvenca IS5 elemenata u pol/4/ soju
DY100 takode je bila potpuno identi¢na sa ovim sekvencama iz divljih sojeva.
Dakle, prisustvo pet polimorfnih nukleotida u 1195 bp dugackim sekvencama dva
IS5 elementa bilo je evidentno u sva tri soja, $to se na nasim sekvencama veoma
lepo moze videti, prilog 7.

U sve Cetiri “rekombinovane” IS5 sekvence dobijene u amplifikacijama
P1xP4, kako smo i oc¢ekivali, bili su prisutni polimorfni nukleotidi iz oba IS5
elementa, S$to potvrduje da su one nastale rekombinacijom iz nativnih ISS.
Raspored polimorfnih nukleotida — po jedan nukleotid iz levog terminusa “levog”
IS5 elementa (IS5H) i Cetiri nukleotida iz “desnog” IS5 (ISSI) — bio je identi¢an
kod sva cetiri deletanta, S$to je nedvosmisleno ukazivalo da se proces
rekombinacije odvija na isti nacin i da rekombinacija uvek “prolazi” kroz levi
terminus IS5 elementa. Na slici 36 je data jedna uproséena Sema rasporeda
polimofnih nukleotida u nativnim i rekombinovanim IS5, a na slici 37 su
prikazane i automatske sekvence, odnosno fragmenti iz automatskih sekvenci na

kojima su oznaceni polimorfni nukleotidi u nativnim i rekombinovanim ISS5.

P1xP2 o
= e~
1)
° ﬁ‘l ° e e LI§ L]
T i
T T TG €
P3xP4
: ;
&N
Bliig S :
C CA
P1xP4
= =~
cf)
° e * 4 *
T L]
T @ CA 1§

Slika 36. Sematski prikaz rasporeda polimorfnih nukleotida u nativnim i
rekombinovanim IS5 elementima
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Ako se pozovemo na neke ranije radove iz klasi¢ne molekularne genetike
gde se IS5, a pogotovu njeni terminusi, pominje kao deletogena i sklona da
stimuli§e rekombinaciju okolnih segmenata DNK (Chow and Broker, 1978), kao i
na neke novije radove koji govore o specifi¢nosti primarne strukture levog
terminusa IS5 koja uslovljava veliko zakrivljenje DNK (Muramatsu et al., 1988),
izgleda da na$i rezultati o uce$¢u levog terminusa IS5 u rekombinaciji 1
formiranju velikih delecija nisu iznenaduju¢i. O ovome c¢e detaljno biti re¢i u
diskusiji ovog rada.

Primena PCR tehnologije 1 automatskog sekvenciranja u analizi
genomskih rearanZmana posredovanih IS5 elementima koji dovode do formiranja
velikih delecija, omogucile su da proces rekombinacije i molekularnu osnovu ovih
rearanzmana studiramo na nivou primarne strukture DNK. U daljem radu pokusali
smo da moguénosti PCR tehnologije iskoristimo za kreiranje i optimizovanje
jednog originalnog sistema u kome bismo mogli da pratimo proces rekombinacije
izmedu dve IS5 detekcijom rekombinovanih molekula u razli¢itim sojevima, kao 1

da taj rekombinacioni dogadaj kvantifikujemo.

4.7. KVANTIFIKACIJA REKOMBINACIONOG DOGADAJA U DIVLJEM
SOJU I polA] MUTANTU PRIMENOM PCR METODOLOGIJE

S obzirom na poznatu ¢injenicu da je u pold! sojevima E.coli frekvenca
spontane mutageneze povisena u odnosu na divlji soj (Coukell and
Yanofski,1970; Vaccaro and Siegel, 1975; Siegel and Vaccaro, 1978; Savi¢ and
Romac, 1982) i da pol4] mutanti pokazuju hiper-Rec fenotip (Konrad, 1977),
iskoristili smo tehnologiju kvantitativnog PCR-a da u nafem sistemu pokazemo
eventualnu razliku u frekvenci rekombinacije izmedu divljeg soja i polAdl.
Kvantifikacija mutacionog dogadaja podrazumevala je komparativnu analizu
izmedu divljeg soja i polAd 1.

Za ovu vrstu analize dizajnirali smo nove oligonukleotide za PCR (P11-

P18) koji amplifikuju “levu” i “desnu” IS5 sekvencu pri ¢emu se amplifikovani
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DNK fragmenti razlikuju po duzini, slika 38. Za svaku IS5 smo kreirali po dva
para prajmera (spoljasnji i unutra$nji par) kako bismo mogli da primenjujemo

tehniku sekundarnog PCR-a.

o <
— =
% =
—~ ™
—
A &

| P15xP16
P17xP18
P11xP16
P13xP18
kontrola

N o =}
— — —
I
= i [
&~ =¥ =%

A B

Slika 38. (A) PCR fragmenti razli¢itih duzina.
(B) PCR fragmenti razli¢itih duzina zajedno i odvojeno.

P11xP12=1658 bp  ----- leva IS5
P13xP14=1562bp  ----- leva IS5
P15xP16=1540bp  ----- desna IS5

P17xP18 =1462bp  ----- desna IS5
P11xP16=1408 bp  ----- rekombinovana IS5
P13xP18=1377bp  ----- rekombinovana IS5

Da bismo pratili efekat polA! alela, za komparativnu analizu smo odabrali
izogene sojeve: W3110 kao divlji soj i P3478 kao soj sa pol4 I mutacijom. U PCR
reakcijama je koriS¢ena hromozomalna DNK izolovana iz deset nezavisnih
kultura. DNK iz mutantnog soja SY266 koji nosi veliku deleciju koristili smo kao

kontrolu u eksperimentima kvantitativnog PCR-a.
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4.7.1. Odredivanje senzitivnosti PCR metode

Dva osnovna zahteva za primenu tehnologije kvantitativnog PCR-a su:
1)Jodredivanje senzitivnosti PCR metode za amplifikaciju odredenog PCR
produkta u odredenom eksperimentalnom sistemu 1
2) optimizacija uslova PCR-a za dat eksperimentalni sistem.

Prvi korak bio je odrediti kolika je senzitivnost PCR metode da u smesi
normalnih i mutiranih (rekombinovanih) molekula amplifikuje mutirane molekule
koji su zastupljeni u veoma malom broju u odnosu na nativne. Zato smo uradili
rekonstrukcioni eksperiment u kome smo koristili tri para prajmera (P11xP4,
P1xP16, P13xP18). Iz mutantnog soja SY266 smo amplifikovali mutirani
(rekombinovani) molekul IS5 ¢ija je duzina iznosila 1408 bp (P11xP4). Ovaj
fragment je bio liofilizovan i koncentrovan da bi se od njega napravile razli¢ite
dilucije. IzraCunali smo molekulsku tezinu ovog fragmenta (Sambrook et al.,
1989) pa smo na osnovu koncentracije DNK odredene na spektrofotometru mogli
da izracunamo broj molekula. Tako smo napravili seriju dilucija od 10" - 10"
molekula. Kao “pratecu” (inertnu) DNK koristili smo hromozomalnu DNK iz
Salmonella typhimurium poSto smo testiranjem naSih oligonukleotida u PCR

reakcijama sa ovom DNK dobili negativnu reakciju, slika 39.

E. coli S. typhimurium
N o o
~ e SEY e
(9] <t o o0 (@] <t o 0
b =t — i — — — S
2R %% 5% 8 % K
e R e s
L Y Y -V -V V-

Slika 39. PCR amplifikacije (P11xP12, P13xP14, P15xP16, P17xP18)
sa hromozomalnim DNK iz E.coli i S.typhimurium
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To znac¢i da ¢e u smesi hromozomalne DNK iz S.typhimurium 1 mutiranih molekula
amplifikovanih iz E.coli, sve PCR amplifikacije poticati od mutiranih molekula
¢iji je broj bio poznat.

U rekonstrukcionom eksperimentu smo pravili smese u kojima smo u 1 pg
hromozomalne DNK iz S.typhimurium dodavali odreden broj mutiranih molekula
u seriji od 10" ~10". Kada su ovakve smege bile podvrgnute PCR reakcijama uz
kori¢enje internih prajmera P1xP16, dobili smo amplifikaciju mutiranih
molekula pri cemu je poslednja vidljiva traka bila na diluciji koja odgovara broju
molekula od 10°, slika 40(A). S obzirom na to da agarozni gel i etidijum-bromid
imaju svoja ograni¢enja u detekciji, sve PCR reakcije smo podvrgli sekundarnom
PCR-u, slika 40(B). U svaku reakciju smo dodavali po 1 pl iz prvog PCR-a (1/50
volumena) 1 interne prajmere P13 x P18, a zatim smo ponovili isti PCR protokol.
Sekundarni PCR inade povecava specifi¢nost amplifikacije (senzitivnost je ista ili
¢ak vec¢a od Southern blotting-a) 1 omogucava nam da detektujemo da li su u
smesi prisutni mutirani molekuli. Na slici 40 su prikazana paralelno oba PCR-a (A
1 B) gde se jasno vidi da amplifikacija u sekundarnom PCR-u postoji do poslednje
dilucije gde broj molekula iznosi 10. U dodatnom eksperimentu smo pokazali da
se slaba traka uocava i u diluciji manjoj za jedan red veli¢ine od poslednje na slici
40(B), Sto bi prema naSoj kalkulaciji bio jedan molekul, slika 41. Ovom
rekonstrukcionim eksperimentom pokazali smo da se ovako dizajniranim PCR-om
u naSem sistemu moze detektovati prisustvo i ispod 10 mutiranih molekula u
smesi sa hromozomalnom DNK.

Osim rekonstrukcionog eksperimenta uradili smo i kontrolni eksperiment
kvantifikacije sa hromozomalnom DNK iz mutantnog soja SY266. Na osnovu
poznate veliine hromozoma mogli smo da izraunamo njegovu molekulsku
teZinu (Sembrook et al., 1989) i da na osnovu koncentracije DNK odredimo broj
kopija hromozoma (genoma). U odnosu na prethodni eksperiment ovo je bila
proba da in situ na hromozomu PCR-om amplifikujemo mutirane molekule
znajuci da svaka kopija hromozoma nosi po jedan. Napravili smo seriju dilucija

hromozomalne DNK polazeéi od 107 do jedne kopije genoma i sve podvrgli
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PCR-u koriste¢i prajmere P11xP16. Eksperiment je uraden isto kao i prethodni,

dakle, sa sekundarnim PCR-om.

- + 1010107 108 107 105 10° 1 10° 1 10!

Slika 40. Rekonstrukcioni eksperiment PCR’ (A) i PCR”’ (B)sa opadaju¢im dilucijama
DNK (od 10" do 10" molekula)

Slika 41. PCR”’ sa brojem molekula 10% 10'i 1

74



Na slici 42 se moze videti da se u reakciji prvog PCR-a poslednja traka vidi na
razblazenju od 10 $to odgovara broju kopija hromozoma od 10°. U sekundarnom
PCR-u sa internim prajmerima P13xP18 specifi¢nost amplifikacije je povecana
tako da se poslednja traka vidi na razblaZenju od 107 3to odgovara broju kopija

hromozoma od 10, slika 43.

107 105 10° 10* 10° 10* 10' 1 -+

-

Slika 42. PCR’ amplifikacija P11xP16 sa opadaju¢im dilucijama
hromozomalne DNK iz deletanta SY266

=107 - 10% . -10°. 16 103 10 10k <1

=

Slika 43. PCR”* amplifikacija P13xP18

Oba eksperimenta su posluzila kao reference za odredivanje senzitivnosti i
moc¢i PCR-a da detektuje mutante. U svim pomenutim PCR reakcijama koristili
smo obi¢nu AmpliTaq polimerazu koja je za ovu vrstu eksperimenata bila sasvim
zadovoljavajuéa. Kao dodatni faktor koji poveéava specifi¢nost reakcije koristili

smo 5% DMSO. Pored velike moguénosti kontaminacije i nerepetitivnosti,
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nedostatak sekundarnog PCR-a je i pojava raznih sekundarnih produkata. Ipak,
njegovu prednost da amplifikuje molekule koji su zastupljeni u veoma malom
broju kopija, iskoristili smo da detektujemo prisustvo mutiranih molekula u
divljem soju W3110 i sojevima koji nose pol4/ mutaciju, P3478 1 DY100.

U prvom PCR-u, hromozomalne DNK iz sva tri soja su bile podvrgnute
amplifikaciji eksternim prajmerima za “levu” (P11xP12), “desnu” (P15xP16) i
rekombinovanu IS5 sekvencu (P11xP16) pri ¢emu je bilo evidentno da su
amplifikacije P11xP16 negativne u sva tri soja, slika 44(A). Medutim, u
sekundarnom PCR-u sa internim prajmerima za “levu” (P13xP14), “desnu”
(P17xP18) i rekombinovanu IS5 (P13xP18), dobili smo amplifikaciju i mutiranih
molekula u sva tri testirana soja, slika 44(B). Ovo znadi da su rekombinovani
molekuli prisutni u veoma malom broju u bakterijskoj kulturi i divljeg soja i

polAl mutanata.

neg. kont. W 3110 P 3478 DY 100 SY 266

|
|
|
|
|

P11xP12
| P15xP16
| P11xP16
| P11xP12
| P15xP16
| P11xP16
| P11xP12
| P15xP16

P11xP16

N o
E —
% %
=\
— =
A~ B

| P11xP16
| P1IxP12
| P15xP16
| P11xP16

Slika 44. PCR reakcije hromozomalnih DNK iz sojeva W3110, P4378, DY 100 i SY266.
(A) PCR’: amplifikacije P11xP12, P15xP16 i P11xP16
(B) PCR’’: amplifikacije P13xP14, P17xP18 i P13xP18
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Produkte amplifikacije sekundarnog PCR-a mutiranih sekvenci (P13xP18)
iz sva tri soja smo purifikovali i sekvencirali na isti nacin kao i sve prethodno
opisane PCR fragmente. Analizom sekvence rekombinovanih IS5 uocen je
identi¢an raspored polimorfnih nikleotida kao u sva cetiri prethodno analizirana
deletanta, Sto govori da se rekombinacija uvek deSava na istom mestu i da pol4/

ne pokazuje nikakvu specifi¢nost u tom smislu u odnosu na WT.

4.7.2. Optimizacija uslova za kvantifikaciju rekombinacije izmedu dve IS5
primenom PCR-a

U optimizaciji uslova PCR reakcije za kvantifikovanje delecija imali smo
dva pravca. Jedan pravac je bio amplifikacija samo mutiranih molekula u
sojevima W3110 i P3478 uz koriSéenje jednog seta prajmera za to, P11xP16.
Drugi pravac je bio simultana amplifikacija sa dva seta prajmera koji amplifikuju
oba IS5 elementa (P11xP12 i P15xP16), §to odrazava normalnu konstelaciju
hromozoma 1 prisustvo ovih IS5 na njemu. Medutim, usled prisustva
rekombinovanih (deletiranih) molekula u PCR reakciji, “spontano” ée se formirati
1 tre¢i set prajmera, P11xP16, koji ée amplifikovati mutirane molekule. Ovaj drugi
pravac simultane amplifikacije normalnih i mutiranih molekula je jedna varijanta
metode “multiplex” PCR-a. Ovakav PCR sistem je mnogo relevantniji u prac¢enju
mutiranih molekula, ali je u isto vreme i mnogo kompleksniji za rad.

Osnovni problem sa kojim se istraziva¢i suofavaju u radu sa PCR-om
kada Zele da detektuju prisustvo malog broja nekih target sekvenci u populaciji,
jeste velika koli¢ina DNK sa kojom se ulazi u PCR reakciju. S obzirom na to da
smo mi Zeleli da detektujemo retke mutante, morali smo da krenemo u PCR
reakciju sa koli¢inom DNK koja je iznosila izmedu 10° i 10 genoma (10% je 500
ng DNK), Sto je zahtevalo optimizacija uslova za PCR (“performance of PCR
amplification”) i definisanje svih komponenti i faktora koji uéestvuju u reakciji.

Najznacajniji faktor kojim smo postigli Zeljene uslove PCR-a je koriséenje
novog enzima, AmpliTaqGold polimeraze, koja je specijalno napravljena za

multipleks PCR i za amplifikaciju malog broja target kopija u visokim

.....
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ovaj enzim idealnim u ovoj vrsti eksperimenata. Enzim se aktivira samo na
temperaturi izmedu 94 1 95°C, tako da je pre pocetka PCR reakcije obavezna pre-
PCR inkubacija 5-10 minuta na ovoj temperaturi. Za to vreme oko 40% enzima
prede u aktivnu formu Sto je dovoljno velika koli¢ina enzima da omogudi efikasnu
amplifikaciju u pocetnim ciklusima kada su target sekvence malobrojne, Cak 1
onih kojih ima veoma malo. Prvi ciklusi su kljuéni za finalni rezultat PCR
reakcije. U svakom slede¢em ciklusu (na temperaturi denaturacije DNK)
permanentno se aktivira nova koli¢ina enzima prateci na taj nac¢in povecanje target
sekvenci, §to omogucava optimalnu PCR reakciju. Za AmpliTaqGold polimerazu
se preporucuje 25-35 ciklusa PCR-a kao optimum za njenu aktivnost. Smatra se
da ona uspes$no moze da amplifikuje 10 kopija targeta. Njena prednost je velika u
odnosu na klasi¢cnu AmpliTaq polimerazu u pogledu specifi¢nosti i efikasnosti
amplifikacije (Sto smo i mi potvrdili), a rezultati su veoma reproducibilini. Na
slici 45 je predstavljen eksperiment sa paralelnom amplifikacijom

rekombinovanih molekula enzimima AmpliTaq i AmpliTaqGold.

Taq Taq Gold

Slika 45. Paralelna amplifikacija P11xP16 enzimima AmpliTaq i AmpliTaqGold
sa tri razlicite dilucije hromozomalne DNK iz soja P3478

Kao $to je ve¢ receno, planirali smo dve serije eksperimenata: u jednoj
smo detektovali prisustvo samo mutiranih molekula, a u drugoj smo simultano
detektovali i normalne i mutirane molekule (multipleks PCR). Nasa osnovna ideja

je bila zasnovana na tome da u seriji opadajuéih koncentracija hromozomalnih
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DNK (iz sojeva W3110 1 P3478) pratimo prisustvo mutantne trake. U probnim
eksperimentima smo pokazali da u 500 ng DNK, Sto odgovara broju od 108 kopija
hromozoma, postoji mutantna traka kod oba soja tako da smo seriju opadaju¢ih
dilucija hromozomalnih DNK za faktor 10 poceli od 10° kopija genoma. U svim
eksperimentima kvantifikacije smo koristili standardno napravljenu seriju dilucija
DNK od 10° do 10° kopija genoma, jer je to opseg u kome smo odekivali da
vidimo eventualnu razliki izmedu pold™ i polA1 sojeva.

PCR amplifikaciju sa jednim setom prajmera P11xP16 smo najpre probali

sa obi¢nom AmpliTaq polimerazom kako bismo testirali njenu efikasnost da na
nasem model-sistemu amplifikuje retke mutantne molekule 1 eventualno pokaze
razliku u njithovom prisustvu kod pold™ i pol41 sojeva. Rezultat je bio negativan.
Na slici 46 je prikazan prvi PCR gde se moze videti velika nespecifi¢na
amplifikacija (5x10° genoma) i veoma slaba mutantna traka samo na koncentraciji
od 1x10® kopija genoma za oba soja (takode uz pojavu nespecifi¢ne
amplifikacije). U sekundarnom PCR-u (P13xP18), na slici 47, mutantne trake se
vide na koncentracijama od 10° i 10" kopija genoma kod oba soja, §to zna&i da ne
postoji diskriminacija u broju mutiranih molekula.

Eksperiment identi¢an prethodnom, ali sa enzimom AmpliTaqGold,
pokazao se informativnijim. Kako se na slici 48 moze videti, u reakciji prvog
PCR-a amplifikovana mutantna traka se javlja kod oba soja samo na koncentraciji
od 10® genoma, veoma jasna i bez ikakvih nespecificnih amplifikacija. U reakciji
sekundarnog PCR-a (slika 49), medutim, mutantna traka se kod soja W3110
uotava na koncentracijama od 10® i 107 kopija genoma, dok se kod soja P3478
veoma slaba mutantna traka uoc¢ava i na koncentraciji od 10° kopija genoma. Kako
je vec reCeno da sekundarni PCR detektuje prisustvo minornih target sekvenci,
ovaj sekundarni PCR sa AmpliTaqGold polimerazom je bio indikacija da izmedu
polA™ 1 polAl sojeva postoji razlika u broju mutiranih (rekombinovanih) molekula.
Medutim, AmpliTaqGold polimeraza u prvom PCR-u nije se pokazala efikasnom

da detektuje tu razliku u broju mutiranih molekula izmedu dva soja.
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Slika 46. PCR’ (P11xP16) sa
hromozomalnim DNK iz sojeva W3110 i
P3478 enzimom AmpliTaq
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Slika 48. PCR’ (P11xP16) sa
hromozomalnim DNK iz sojeva W3110 i
P3478 enzimom AmpliTaqGold
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Slika 47. PCR”’ (P13xP18) sa
hromozomalnim DNK iz sojeva W3110 i
P3478 enzimom AmpliTaq

W 3110 P 3478

A~

-+ 10% 107 108 10° 108 107 108 108

Slika 49. PCR*’ (P13xP18) sa
hromozomalnim DNK iz sojeva W3110 i
P3478 enzimom AmpliTaqGold
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Serija eksperimenata zasnovana na multipleks PCR metodi zahtevala je

mnogo vise kontrolnih eksperimenata za optimizaciju PCR uslova. Sistem je bio
veoma slozen jer je u isto vreme imao 1 kvantitativni 1 kompetitivni karakter.
Najkriticniji faktor u optimizaciji ovog PCR-a bio je odredivanje najpovoljnije

b4

“annealing” temperature za sva Cetirl prajmera pri ¢emu bi koli¢ine PCR
produkata bila dovoljno velike a nespecificne amplifikacije eliminisane. Medutim, i
ostali faktori su bili varirani: koli¢ina prajmera, broj ciklusa, vreme “annealing”-a,
vreme ekstenzije (ovi rezultati nisu prikazani). Na slici 50 su prikazani produkti
amplifikacije sva tri para prajmera posebno 1 njihova simultana amplifikacija. Ovi
rezultati su dobijeni na “annealing” temperaturi od 69 °C koju smo uzeli kao

najoptimalniju pri testiranju prajmera. Na slici se jasno uocava da pri simultanoj

amplifikaciji dolazi do pojave nespecificnih produkata PCR-a.

© N o !
5 é E simultana

2 & 5 amplifikacija

— — o = s

=% =% A T~

Slika 50. PCR amplifikacije P11xP16, P11xP12 i P15xP16 (odvojeno i simultano)
na hromozomalnoj DNK iz soja P3478 enzimom AmpliTaqGold

Nespecifi¢ne produkte smo uspeli da eliminiS§emo poveéanjem temperature
“annealing”-a: na 70 °C delimi¢no i na 71 °C potpuno. Ovo je prikazano na slici
51. Medutim, na ovim viim temperaturama je dolazilo do znatne redukcije
koli¢cine PCR produkta, a povecanje broja PCR ciklusa preko 30 davalo je

nespecificne amplifikacije. Na osnovu brojnih kontrolnih eksperimenata sa
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variranjem razli¢itih faktora, odlucili smo da PCR uslove standardizujemo na 30
ciklusa, “annealing” temperaturi od 69 °C i redukovanom vremenu ekstenzije od
45 s, uz izvesnu nespecifiénu amplifikaciju koja se u ovako sloZenim sistemima

moze tolerisati.

A B

Slika 51. Multipleks PCR na temperaturi od 70°C (A) 1 71°C (B)

4.7.3. Utvrdivanje razlike u frekvenci rekombinacije izmedu divljeg soja i pol4 1
primenom metode multipleks PCR-a

U ovako optimiziranim uslovima, PCR reakcijama smo podvrgli
hromozomalne DNK iz sojeva W3110 i P3478 kao i u ranijim eksperimentima, u
koncentracijama od 10® do 10° kopija genoma. Na slici 52 se moze pratiti
simultana amplifikacija sva tri fragmenta, od kojih su prva dva amplifikovani
nativni IS5 elementi, a poslednja traka, ¢iji je intenzitet mnogo slabiji u odnosu na
prve dve trake je mutantna traka, odnosno rekombinovani IS5 element. Sa
opadanjem koncentracije DNK opada i intenzitet mutantne trake, pri ¢emu se
jasno uocava razlika u njenom prisustvu izmedu sojeva pold” (W3110) i poldl
(P3478). Mutantna traka se kod W3110 soja moZe pratiti do koncentracije DNK
od 10’ kopija genoma, dok se kod P3478 soja mutantna traka pojavljuje i u
koncentraciji DNK od 10° kopija genoma. Dakle, ovi PCR rezultati su pokazali da

je u polAl soju poveéan broj mutiranih molekula u odnosu na divlji soj i da se ta
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razlika uoCava detektovanjem mutiranih molekula izmedu dve koncentracije DNK

koje odgovaraju broju genoma od 1071 10°, dakle za faktor 10.

W 3110 P 3478 W 3110 P 3478
108 107 10° 10° 10% 107 10¢ 10° 108 107 10° 108 107 10¢

A B
Slika 52. Multipleks PCR sa opadaju¢im dilucijama hromozomalnih DNKiz sojeva

W3110 i P3478 (10°— 10’ kopija genoma)
A 1B - dva nezavisna eksperimenta

U dodatnom eksperimentu, da bismo eventualno blize odredili razliku u
koli¢ini rekombinovanih molekula izmedu ova dva soja, napravili smo manja
razblazenja DNK (dva puta i pet puta) izmedu koncentracija 107 i 10° kopija
genoma oba soja 1 ponovili PCR. Na slici 53 se moze uo€iti prisustvo mutantne
trake veoma slabog intenziteta na obe dodatne dilucije za faktor 2 i za faktor 5. Na
osnovu ovih dodatnih rezultata moZe se re¢i da se razlika u broju mutiranih
molekula izmedu sojeva poldl i polA™ moze detektovati izmedu 2x10° i 10°
kopija genoma, odnosno da je broj rekombinovanih molekula dva puta poveéan u
polA1 soju u odnosu na divlji soj. Dakle, frekvenca rekombinacije je dva puta
povecana u polA1 soju.

S obzirom na poznatu zajednicku osobinu pol, dam i lig mutanata da
pokazuju hiper-Rec fenotip, odnosno, da je kod njih frekvenca rekombinacije
povecana usled poveéane akumulacije jednolan¢anih prekida (Konrad, 1977),

pokusali smo da nasu PCR metodu primenimo u detekciji hromozomalnih
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rearanzmana izmedu IS5 i kod ovih bakterijskih sojeva. Odabrali smo soj GM215
koji nosi dam mutaciju. PCR je ponovljen kao u prethodnom eksperimentu sa

sojevima W3110 i1 P3478 i rezultati amplifikacije su prikazani na slici 54.

P 3478 W 3110
e 9 9 8 2%
X = — = el —
v N v o~

Slika 53. Multipleks PCR sa hromozomalnim DNK iz sojeva W3110 i P3478
(dilucije za faktor 2 i faktor 5)

- 108 107 106 108 4+

Slika 54. Multipleks PCR sa opadajué¢im dilucijama hromozomalne DNK iz dam mutanta
(o= 1 kopija genoma)
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Slika je identi¢na kao u sluc¢aju pol/4/ mutanta, dakle, prisustvo mutantne
trake se uoCava do koncentracije DNK od 10° kopija genoma. Prema nasim
rezultatima PCR-a pol i dam mutanti se ponasaju identi¢no pokazujuéi pove¢anu

frekvencu rekombinacije u odnosu na divlji soj.

4.8. UTVRDIVANIJE recA ZAVISNOSTI REKOMBINACIE IZMEDU DVE
IS5 SEKVENCE PRIMENOM METODE PCR-A

Metodu multipleks PCR-a primenili smo za testiranje procesa
rekombinacije izmedu dve IS5 na recA-zavisnost, odnosno na zavisnost ovog
rekombinacionog dogadaja od homologe rekombinacije koji se odvija uz uceSce
RecA proteina. U ovom eksperimentu smo testirali nekoliko sojeva E.coli koji su
mutanti za razlid¢ite puteve homologe rekombinacije. Ovde je uradena po jedna
PCR reakcija za svaki soj sa koli¢inom DNK koja je odgovarala broju genoma od
10%. Na slici 55 se moZe uogiti prisustvo mutantne trake u svim sojevima koji nose

rec mutacije isto kaoiu divljem soju, Sto ukazuje da proces rekombinacije nije

~ O 2

-~ < < =

o © O 9 %) 5 =
R gorgsan < =z

Slika 55. Multipleks PCR sa hromozomalnim DNK iz sojeva koji nose razligite
rec mutacije (10° kopija genoma)
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redukovan u ovim sojevima i da se on odigrava nezavisno od homologe
rekombinacije i RecA proteina. Drugim re¢ima, velike delecije koje smo
analizirali 1 koje nastaju rekombinacijom izmedu dva IS5 elementa su recA4-
nezavisni dogadaji. Ovaj podatak je u saglasnosti sa podacima iz literature prema
kojima su procesi rekombinacije u kojima ucestvuju IS elemanti rec4-nezavisni

dogadaji.
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DISKUSIJA

USUS EST MAGISTER OPTIMUS EREGIUS. (Ciceron)
Iskustvo je najbolji uditelj.

MAXIMA ENIM EST HOMINUM SEMPER PATIENTIA VIRTUS. (Caton)
Strpljenje je uvek najvecéa vrlina éovekova.



S. DISKUSIJA

Istrazivanje molekularnih mehanizama mutageneze predstavlja jednu od
najfundamentalnijih oblasti u molekularnoj genetici prokariota, jer u osnovi
ovakvih studija lezi izuCavanje procesa replikacije, rekombinacije 1 reparacije.
Ovaj rad predstavlja zavr$ni deo naSe originalne studije iz oblasti poldI
indukovane mutageneze koja je pokazala veoma snazan mutatorski efekat ovog
alela u histidinskom operonu hromozoma E.coli (Savi¢ and Romac,1982).
Analizom velike grupe histidinskih mutanata na nivou primarne strukture DNK u
naSem prethodnom radu (Jankovié et al., 1990; Jankovi¢, 1990; Kosti¢, 1990)
pokazali smo mehanizam nastajanja polA/ indukovanih malih delecija po modelu
Streisinger-a (Streisinger et al., 1966). Ovaj rad bavi se analizom druge specifi¢ne
kategorije histidinskih mutacija nazvanih velike delecije (his-gnd), koje su, kako
smo pokazali u ovom radu, nastale kao rezultat rekombinacije posredovane
insercionim sekvencama IS5.

Poznato je da pol4d mutanti E.coli K-12 akumuliraju Okazakijeve
fragmenate i druge jednolandane prekide i praznine na DNK lancu. Okazaki je
demonstrirao (Okazaki et al.,, 1971) da je kod poldl mutanata procesovanje
Okazakijevih fragmenata u novorepliciranom lancu DNK deset puta sporije u
poredenju sa pold” sojem. Po njemu, uzrok poveéane frekvence nastajanja
delecija u pold!l sojevima je nagomilavanje jednolananih prekida i praznina u

¢eliji, kao i povecana nestabilnost sekundarne strukture DNK (Okazaki et al.,
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1971; Yutaka and Kondo, 1972). Nije isklju¢eno da u ovakvom fizioloSkom
stanju u ¢eliji mogu nastati 1 neki slu¢ajni dvolan¢ani prekidi na molekulu DNK.

U svakom slucaju, povecano prisustvo prekida i praznina u DNK lancu
predstavlja potencijalna mesta za generisanje mutacija. S jedne strane, u literaturi
je poznato (Streisinger et al., 1966; Ripley, 1990) da prekidi na DNK lancu u
blizini monotonih 1 repetitivnih sekvenci daju moguénost za proklizavanje lanca
na tim mestima, 1 igraju veoma vaznu ulogu u spontanoj mutagenezi poveéavajuéi
Sansu za nastanak delecija 1 vanfaznih mutacija. S druge strane, povecano
prisustvo prekida i praznina u DNK lancu znali i povecanu koncentraciju tzv.
“slobodnih”, odnosno “rekombinogenuh” krajeva DNK koji mogu favorizovati
proces rekombinacije (Smith, 1983). Ovako povecana frekvenca rekombinacije
moze biti izrazena kroz hiper-Rec fenotip, $to je takode svojstveno poldl
mutantima (Smith, 1983; Konrad, 1977).

Povecéana frekvenca rekombinacije koja se javlja kod pol4 ] mutanata prvi
put je opisana od strane Konrad-a 1977. godine koji je specijalno konstruisao
sistem sa duplikacijom /ac operona na hromozomu E.coli. Zapravo, autor je u
ovom sistemu prate¢i odredenu fenotipsku karakteristiku najpre izolovao grupu
mutanata koji su pokazivali hiper-Rec fenotip, a u daljoj analizi pokazao je da su
to mutanti koji nose mutaciju u strukturnim genima za pold, lig, dam i dnaS —
dakle, genima koji u€estvuju u metabolizmu DNK. Zajedni¢ka karakteristika svih
ovih mutanata je akumulacija prekida i praznina na DNK lancu, $to sugerise da je
ta njihova zajednicka osobina osnova za promociju hiper-Rec fenotipa. Ova
potencijalno “rekombinogena” mesta na hromozomu neki autori nazivaju i
rekombinogene lezije (Hays et al., 1980; Korba and Hays, 1980).

Medutim, u kontekstu pracenja rekombinacije u drugim sistemima, kakav
Je recimo konjugacija i formiranje Hfr “cross”-eva (Glickman and Rutgers, 1979),
polAl 1 lig- mutanti pokazuju izraziti hipo-Rec fenotip gde procenat formiranja
Hfr-ova opada i preko 90% u odnosu na divlji soj. Naravno, proces rekombinacije
je veoma slozen, pa se ova razlika u ponasanju pold/ mutanata (hiper-Rec/hipo-
Rec) osim razlici u eksperimentalnim sistemima (F plazmid, hromozom) moze

delom pripisati i eventualnoj ulozi ovog enzima u stabilizaciji DNK donora ili
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recipijenta, ili mozda njegovoj ulozi u transportu DNK. U svakom slucaju, razni
vidovi rekombinacije 1 usSesce razliCitih slozenih rekombinacionih enzimskih
sistema u njima imaju mnogobrojne specifi¢nosti 1 zahteve u odnosu na mesto i
tip rekombinacije.

U ovom radu analizirali smo Ccetiri velike delecije his-gnd koje smo
nezavisno izolovali iz pol4l sojeva. Ove delecije nastaju kao posledica
rekombinacije izmedu dva IS5 elementa koji su locirani sa obe strane histidinskog
operona u istoj orijentaciji, a takva pozicija repetitivnih sekvenci je osnovna
pretpostavka za promovisanje delecija. Sve Cetiri delecije nastaju na isti nacin —
rekombinacijom izmedu dve IS5 sekvence dolazi do ekscizije DNK fragmenta
izmedu njih zajedno sa jednim ekvivalentom IS5. Ukupan deletirani fragment
iznosi 35 kb, a kao dokaz mutacionog dogadaja ostaje jedna “rekombinovana” IS5
sekvenca koja sadrzi polimorfne nukleotide iz oba IS5 elementa iz kojih je
“rekonstruisana”. Sve Ccetiri delecije imaju identi¢ne “rekombinovane” ISS5,
odnosno, pozicije svih 5 polimorfnih nukleotida u novonastalim IS5 sekvencama
su identi¢ne — po jedan nukleotid iz “leve” i Cetiri nukleotida iz “desne” ISS5.
Analizom ovog rekombinacionog dogadaja na nivou sekvence pokazali smo da
rekombinacija izmedu dva IS5 elementa uvek prolazi kroz isti segment DNK -
kroz njihov levi terminus. Kod spontanih mutanata poreklom iz divljeg soja
(polA™) rekombinovana IS5 sekvenca je identi¢na kao i kod polAl sojeva, §to
sugeriSe da ne postoji nikakva specificnost poldl alela u odnosu na mesto
prolaska rekombinacije. Frekvenca rekombinacije je poveéana u poldl i dam
sojevima koji akumuliraju jednolan¢ane prekide, $to je nedvosmisleno potvrdeno
primenom tehnologije kvantitativnog PCR-a. Prema naim rezultatima
zasnovanim na PCR-u, frekvenca rekombinacije je poveéana u pold! soju dva
puta u odnosu na divlji soj.

Primenom iste tehnologije pokazali smo da se ovaj rekombinacioni
dogadaj odvija na rec-4 nezavisan nadin. S obzirom na duZinu homologe
sekvence i veli¢inu delecije ovo izgleda pomalo neobi¢no, ali u literaturi je
poznato da se rekombinacioni dogadaji posredovani transpozonima i insercionim

sekvencama odigravaju recA-nezavisnim mehanizmima (Chow, 1977). Isto tako,
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poznato je da delecije mogu nastati rec4 nezavisnim mehanizmima (Lovett et
al.,1993; Lovett et al., 1994), a prema nekim novijim podacima (Chedin et al.,
1994: Lovett et al., 1994) izgleda da se zahtev za RecA proteinom ne povecava sa
porastom distance izmedu ponovaka koji se rekombinuju, kako se ranije smatralo.

Medu malobrojnim podacima iz literature o rec-4 zavisnosti nekih
rearanzmana (pre svega delecija) i rekombinacija koje promovisu IS elementi,
nalazimo da se sve ove funkcije realizuju bez uce$¢a RecA proteina, odnosno
rec-A nezavisnim mehanizmima. Na$i rezultati o rec-4 nezavisnom nastajanju
velikih delecija izmedu IS5 elemenata u skladu su sa postoje¢im podacima da
insercione sekvence IS1, IS5, IS50, 1S3411 (Braedt,1985; Ishiguro and Sato,
1984; Phadnis and Berg, 1985; Timmons and Deonier, 1986) i repetitivna
sekvenca RS1 (Goldberg and Mekalonos, 1986) vrlo efikasno promovisu delecije
iurecAd” iurecd Celijama. Svi pomenuti IS elementi izuzev IS1, medusobno se
rekombinuju nezavisno od svojih genskih produkata. IS1 predstavlja kuriozitet
koji za rekombinaciju zahteva svoj IS1-kodirani genski produkt (Braedt, 1985), ali
¢e u kasnijem delu diskusije ovaj izuzetak IS1 elemanta biti prokomentarisan 1 na
drugi na¢in. Svi pomenuti sistemi za pracenje rekombinacije su bili konstruisani
na plazmidima, odnosno na A fagu (IS5) (Timmons and Deonier, 1986).

Jedinu komparativnu studiju koja prati formiranje delecija na plazmidu 1i
na hromozomu putem rekombinacije izmedu homologih sekvenci, dao je Lovett
(Lovett et al., 1993). On je kao repetitivne (homologe) sekvence koristio segment
od 787 bp, Sto spada u dugacke regione homologije, i pokazao da se
rekombinacioni dogadaj koji vodi formiranju delecija odvija na recA-nezavisan
nacin 1 sa istom efikasno$¢u na plazmidu i na hromozomu. U ovakvim vrstama
analize prednost je imati izolovane spontane delecije na hromozomu jer su one
mnogo relevantniji sistem za studiju mutacionih dogadaja. Na§ model delecija na
hromozomu i pomenuti rad Lovett-a pokazuju da se rekombinacija izmedu
dugackih ponovaka na hromozomu moZe odvijati recA4 nezavisnim mehanizmom.

U cilju izu€avanja mehanizama nastajanja delecija i brojnih parametara
koji ih karakteriSu, napravljeni su razli¢iti konstrukti na plazmidima koji ¢e biti

dalje diskutovani. Komparativna analiza (Dianov et al., 1991; Mazin et al., 1991)
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uradena na seriji specijalno konstruisanih plazmida demonstrirala je da delecije
nastaju na rec4-nezavisan nacin i u sluc¢aju krac¢ih (21, 31, 42 bp) i u slucaju duzih
(165, 401 bp) ponovaka.

Drugi veoma zanimljiv podatak o uceSéu RecA proteina u formiranju
delecija dali su nezavisno jedan od drugog Chedin (Chedin et al., 1994) i Lovett
(Lovett et al.,, 1994). Ovi autori su pokazali da frekvenca nastajanja delecija
izmedu ponovaka od 18 bp (Chedin et al., 1994), odnosno 101 bp (Lovett et al.,
1994), opada sa porastom distance izmedu njih, Sto je realno ocekivati jer se
smanjuje Sansa za kontakt medu ponovcima. Na primer, sa porastom distance od
33 do 2313 bp, frekvenca nastajanja delecija opada preko 1000 puta (Chedin et
al., 1994). Ali, ono §to je neocekivano, a demonstrirano je nezavisno od oba
pomenuta autora, jeste da nije uocen nikakav efekat recA na frekvencu delecija
na bilo kojoj distanci izmedu ponovaka (svaki konstrukt je paralelno testiran u
recA” 1 recA” Celijama). To znadi da je ovim eksperimentima eliminisana
mogucnost da RecA protein obavezno ucestvuje u procesima rekombinacije
izmedu udaljenih homologih ponovaka kako se do skora smatralo i kako se moze
sresti u literaturi od pre vise godina. Chedin daje iste podatke za © plazmid i za
hromozom B.subtilis. Prikljuéujué¢i ovome rad Lovett-a i na§ rad o recd-
nezavisnom formiranja delecija na hromozomu E.coli, postavlja se pitanje da li se
moze generalizovati da je formiranje delecija nezavisno od RecA proteina kao
sinonima homologe rekombinacije?

Poznato je da insercione sekvence, osim svoje osobine transpozabilnih
elemenata (autonomni ili kao delovi kompozitnih transpozona) predstavljaju i
izvanredne supstrate za homologu rekombinaciju, pa je njihovo udeice kao
repetitivnih sekvenci u genomu vrlo vazno u procesima mutageneze. DuZine IS5
sekvenci od 1195 bp predstavljaju regione homologije koji su ulesnici
rekombinacije, ali, kako je nasa analiza “rekombinovanih” IS5 sekvenci pokazala,
rekombinacioni dogadaj se odigrava uvek u vrlo definisanom segmentu tog
regiona, u levom terminusu IS5. Da li je ta sekvenca ono §to determinise

rekombinaciju posto su svi nezavisno izolovani deletanti iz pold] i iz divljeg soja

nastali na isti naéin?
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Poznato je joS iz vremena klasi¢éne molekularne genetike E.coli iz kasnih
sedamdesetih godina (Chow,1977; Chow and Broker, 1978) da je IS5 sekvenca
veoma deletogena 1 da posebno njen levi terminus predstavlja “hot spot” u
mnogim rekombinacionim dogadajima koji generiSu delecije. U to vreme
sekvenca 1 strukturne karakteristike IS5 jo$ uvek nisu bile poznate. Mnogo godina
kasnije, medu veéim brojem studija (Koo et al., 1986; Lilley, 1986; Ulanofski and
Trifonov, 1987) koje su se bavile strukturom DNK molekula u smislu njegove
konformacije i zakrivljenosti uslovljene primarnom strukturom, kao i odnosom tih
lokalnih struktura 1 nekih funkcija, pojavila se studija japanskih autora
(Mizuno,1987; Muramatsu et al., 1988) koja je u ovom kontekstu dala neke
veoma vazne strukturne karakteristike IS5 sekvence (Uvod, str. 15). Na osnovu
naSeg prakti¢nog iskustva da smo u radu imali dosta problema sa nestabilno$¢u
izvesnih klonova i na osnovu karakteristika koje su izneli ovi autori, mogli smo da
anticipiramo eventualno mesto prolaska rekombinacije, $to se prema naSim
rezultatima kasnije ispostavilo ispravnim.

Na slici 56 je prikazan levi terminus IS5 od 157 bp koji ukljuduje i
invertovani ponovak od 16 bp. ObeleZeni su boksovi dA i dT, centar zakrivljenja
(bending centre) kao i mesto vezivanja IHF faktora. Poznato je da blokovi [dA], 1
[dT], (gde je broj nukleotida u boksovima 3-5) koji su u fazi heliksa, dovode do
zakrivljenja segmenta DNK (Koo et al., 1986; Lilley, 1986; Snyde et al., 1986;
Ulanofski and Trifonov, 1987). Osim ovog zakrivljenja uzrokovanog samom
sekvencom, na levom terminusu se nalazi i konsenzus sekvenca za vezivanje IHF
proteina, koji, vezujuci se za DNK, dovodi do njenog savijanja za ugao od 180°
(Thompson and Landy, 1988; Rice et al., 1996). Mesto vezivanja IHF faktora se
najéeS¢e nalazi u AT bogatim sekvencama kakav je slucaj i ovde. Dakle,
vezivanjem IHF faktora za ve¢ “prirodno” zakrivljenu sekvencu verovatno dolazi

do velikog savijanja i deformacije na tom delu, §to karakterige levi terminus IS5

elementa.
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Slika 56. Primarna struktura levog terminusa IS5 elementa
(Muramatsu et al., 1988)

Mi smo primenili jedan kompjuterski program (Dlaki¢ and Harrington,
1998) specijalno napravljen za simulaciju takvih DNK struktura koji je prikazan
na slict 57. Tu su prikazane dve konstelacije levog terminusa IS5: jedna je
sekvenca sa svojim “prirodnim” zakrivljenjem bez vezanog IHF proteina, a druga
je sekvenca sa vezanim IHF proteinom koji je dodatno savija. Na ovim
simuliranim modelima se moze uo€iti veoma lepo efekat interakcije IHF proteina
sa DNK.

Zasto je ovako zakrivljena struktura DNK sa [HF proteinom vazna?

Pre svega, kljuéni dogadaj u nastajanju ovih delecija je dovodenje u
kontakt dve IS5 sekvence koje su medusobno udaljene na hromozomu. Velika je
verovatnoa da savijanjem DNK za 180° IHF protein doprinosi ostvarenju
kontakta dva udaljena segmenta. Pored IHF mesta, na IS5 sekvenci su
detektovana i dva mesta za vezivanje Fis proteina (Galas and Chandler, 1989) koji
takode moze da savija DNK za 90° (Gille et al., 1991; Thompson and Landy,
1988). S obzirom da o tome nista viSe ne znamo, to bi mogao biti samo predmet
spekulacije. Osim vezivanja za DNK, poznato ja da IHF protein ima i veliki
afinitet za kooperativno vezivanje sa drugim proteinima (Friedman, 1988), pa je
realno pretpostaviti da se na ovom mestu moZe formirati neki visoko-uredeni

nukleoproteinski kompleks za rekombinaciju.



end-end distance(nmn): 61.99

B

end-end distance(nmn): 24.73

Slika 57. Zakrivljena struktura levog terminusa IS5: (A) bez vezanog IHF proteina;
(B) sa vezanim IHF proteinom

Podaci o funkcionalnim karakteristikama vezanim za samu strukturu IS
elemenata su veoma oskudni, nesto vise se moZe sresti za neke IS elemente koji
ulaze u sastav kompozitnih transpozona kao $to su IS1, 1S50, 1S10, IS3 (Galas and
Chandler, 1989), jer su interesantni sa aspekta njihovih aktivnosti vezanih za

transpoziciju. IS5 element ne ulazi u sastav nijednog transpozona u E.coli, on
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funkcioniSe kao samostalni element. O IS5 elementu ima izuzetno malo
geneti¢kih 1 biohemijskih studija, tako da su njegove funkcionalne i strukturne
karakteristike 1 danas velika nepoznanica. Sli¢no IS5 elementu, 1 IS1 element ima
mesto za vezivanje IHF proteina na oba terminusa na kojima dolazi do
zakrivljenja DNK (Gamas et al., 1987; Prentki et al., 1987). Pokazano je u in vitro
sistemu sa IS1 da je samo jedno od tih IHF mesta aktivno u procesu transpozicije,
dok se za drugo IHF mesto kompetitivno vezuje RNK polimeraza jer postoji
preklapanje vezujucih sekvenci. Delimi¢na delecija u IHF mestu dovodi do
velikog pada transpozicije IS1 (od preko 90%), ali s druge strane, u IHF" ¢elijama
transpozicija IS1 elemanta je nepromenjena u odnosu na divlji soj, §to govori da
IHF protein nije neophodna komponenta transpozicionog aparata. Medutim, u
slucaju IS10 elementa koji takode vezuje IHF protein na svom kraju, u in vivo
sistemu transpozicija IS10 je znacajno redukovana u deletiranom IHF mestu (Way
and Klekner, 1984), dok je u IHF (elijama frekvenca IS10 promovisanih
rearanzmana redukovana 5-9 puta (Morisato and Klekner, 1987). Kakva bi bila
eventualna uloga IHF proteina u rekombinaciji izmedu dva IS5 elementa? Da li
prisustvo IHF mesta na levom terminusu upucuje na moguénost njegove uloge u
“site specific” rekombinaciji i da li rekombinacija izmedu IS5 elemenata kojom su
nastale his-gnd delecije odgovara ovom tipu rekombinacije?

Na$ sistem rekombinacije na hromozomu se moze uporediti sa Cit
plazmidom (derivat pBR322) na kome su izolovane spontane delecije koje nastaju
na recA-nezavisan na¢in, intramolekularnom rekombinacijom izmedu dve 1S3411
(Ishiguro and Soto, 1984). Inserciona sekvenca IS3411 iznosi 1309 bp i zanimljiv
je podatak da za rekombinaciju izmedu dve 1S3411 koje promovisu deleciju nije
neophodna intaktna IS, pa autori smatraju da ovoj rekombinaciji posreduje neka
interna “site specific” rekombinacija. Na osnovu delecionih derivata i konstelacije
restrikcionih fragmenata bilo je jasno da se i pored dugacke homologije od 1309
bp rekombinacija odvija preko neke “site” specifiéne sekvence koja je locirana na
levom kraju elemanta. Drugih detalja nema, ali danas znamo iz literature da
[S3411 takode ima sekvencu za vezivanje IHF faktora na tom segmentu kao veé

pomenuti IS1 i IS5 (Galas and Chandler, 1989). Ova rekombinacija izmedu

95



[S3411 elemenata po svojim karakteristikama bi mogla biti ista kao kod IS5
elemenata jer sugeriSe na neki specifican segment DNK koji je odgovoran za
rekombinaciju.

Podaci o IS1 elementu takode bi mogli i¢i u prilog naSoj pretpostavei o
ulozi [HF proteina u rekombinaciji izmedu IS. Ve¢ je pomenuto (Braedt, 1985) da
IS1 elementi pri rekombinaciji koja se odigrava na recA-nezavisan nacin
zahtevaju prisustvo IS1-kodiranog faktora, odnosno, da je njihova rekombinacija
[S1-katalizovana. Autor je pratio rekombinaciju izmedu intaktnih IS1 elemenata 1
izmedu IS1 elemenata kojima je bio deletiran desni terminus. Kod deletiranih IS1
elemenata rekombinacija je izostala, $to su autori interpretirali kao nedostatak IS1
kodiranog proteina neophodnog za proces rekombinacije. Jer, delecijom desnog
terminusa bio je uniSten jedan promotor i naruSen jedan “reading frame”.
Mogucnost da je delecijom bilo uniSteno mesto neophodno za rekombinaciju,
autor je odbacio kao veoma malo verovatnu. U to vreme nije bilo poznato da IS1
sekvenca vezuje IHF protein za svoje krajeve. Kasnije, u jednoj seriji studija koju
je dala druga grupa autora (Gamas et al., 1987; Prentki et al., 1987), pokazano je
da IS1 vezuje IHF protein na oba terminusa, pri ¢emu desni kraj uCestvuje u
procesu transpozicije. Delecionim derivatima desnog terminusa, autori su
demonstrirali direktnu korelaciju izmedu vezivanja IHF proteina i transpozicione
aktivnosti IS1. Dakle, osvréuéi se na prethodno pomenuti rad o IS1, delecijom
desnog terminusa IS1 bi doslo do gubitka mesta za vezivanje IHF proteina, usled
Cega bi rekombinacija izmedu dva IS1 elementa izostala — to bi bilo nase
tumacenje rezultata u svetlu danasnjeg poznavanja nekih osobina IS elemenata.
Prema tome, moze se zakljuciti da IS1 rekombinacija nije IS1-katalizovana, veé
da je kljutni faktor prisustvo IHF proteina. Ukljuujuéi i nase rezultate o
rekombinaciji izmedu IS5, izgleda da je IHF protein, odnosno kompleks DNK-
IHEF protein, klju¢ni korak u rekombinaciji (rekombinogeni kompleks). Na osnovu
malog broja studija o rekombinaciji izmedu IS elemenata kao regiona homologije,
gde svrstavamo i na$ rad, zasada se moZe smatrati da se rekombinacija odvija
recA- nezavisnim mehanizmima i bez uéei¢a IS kodiranih funkcija. Suprotno

ovome, transpozicija je uvek zavisna od IS kodiranih funkcija.
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Sekvenciranjem his-gnd deletanata, tj. rekombinovane IS5 sekvence, jasno
smo pokazali da rekombinacija prolazi kroz levi terminus. Koliki je deo tog
segmenta neophodan za proces rekombinacije i da li se moze govorirti 0 nekoj
funkcionalnoj “core” sekvenci? Japanski autori su definisali veliko zakrivljenje
ovog segmenta duzine 157 bp. Prema naSoj nukleotidnoj sekvenci rekombinovenog
IS5 elementa rastojanje izmedu dva najbliza polimorfna nukleotida koji poti¢u iz

razli¢itih IS5 elemenata iznosi 290 bp (tu ulazi i pomenutih 157 bp ), slika 58.
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Slika 58. Raspored polimorfnih nukleotida na rekombinovanoj IS5

Teorijski, to bi bila najvec¢a duzina segmenta IS5 na kojoj je moglo do¢i do
rekombinacije, i ostaje pitanje gde je taéno na tom delu molekula doslo do prekida
1 spoja. S obzirom na to da levi terminus ima mesto za vezivanje IHF proteina,
postoji dobar argument za pretpostavku o ulozi IHF proteina u rekombinaciji, tj. u
formiranju ovih delecija. Svi na$i rezultati ukazuju da se rekombinacija izmedu
dva IS5 elementa odvija po tipu “site specific” rekombinacije. O¢igledno je da se
ona deSava u vrlo determinisanoj sekvenci, a s druge strane, vrlo verovatno uge$ée
IHF proteina kao sinonima za “site specific” rekombinaciju takode govori u prilog
tome.

Naravno, direktan dokaz “site specific” rekombinacije bi bio odsustvo
rekombinacije izmedu IS5 elemenata kojima je deletiran levi terminus. U tom
slu¢aju, skra¢ivanjem tog segmenta i mutacijom sekvence za vezivanje [HF
proteina bi se preciznije mogla definisati neophodna duzina homologog segmenta
kao zahtev za rekombinaciju, kao i uloga IHF proteina. S obzirom na to da se THF

protein vezuje za veé¢ “prirodno” zakrivljeni segment DNK (Muramatsu et al.,
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1988), postoji mogucnost da on svojim vezivanjem i dodatnim savijanjem samo
povecava efikasnost rekombinacije formirajuci odredene strukture protein-DNK
ili protein-protein-DNK (Friedman, 1988). Isto tako, postoji i mogucnost da se
bez uces¢a IHF proteina rekombinacioni dogadaj ne bi odigrao. Jer, treba imati u
vidu da su homologe sekvence (u€esnici u rekombinaciji) veoma udaljene jedna
od druge pa bi mozda savijanje DNK 1 uc¢e$¢e IHF proteina bili klju¢ni dogadaji
za kontakt izmedu sekvenci 1 njihovu rekombinaciju. Nasom metodom multipleks
PCR-a mogao bi se pratiti proces rekombinacije izmedu IS5 elemenata u IHF
mutantima.

Nasi rezultati su pokazali da se rekombinacija izmedu IS5 elemenata koja
generiSe delecije odvija na rec-4 nezavisan nacin. lako su delecije najvise
izu€avani genomski rearanzmani u E.coli, i pored mnogobrojnih studija o tome,
poznavanje samog mehanizma nastajanja delecija i danas je veoma opskurno i
diskutabilno. Jedan od razloga je verovatno i taj Sto postoji viSe puteva
rekombinacije koji su na neki nacin povezani medusobno (Lloyd and Brooks,
1996; Nash, 1996; Smith, 1987; Smith, 1988). Delecije verovatno nastaju
razli¢itim mehanizmima od kojih neki koriste DNK replikaciju a drugi DNK
prekide. Repetitivne DNK sekvence su prisutne na krajevima vecine delecija
(Albertini et al., 1982) i njihovo prisustvo je velika implikacija da “pogresno
sparivanje” ili rekombinacija izmedu njih igra vaznu ulogu u mehanizmu nastanka
delecija. Pretpostavljeni mehanizmi za kreiranje delecija izmedu dva direktna
ponovka mogu se grupisati u tri kategorije (Yang and Masker, 1987). Prva
moguc¢nost je nastanak delecija putem pogreSnog sparivanja ili “slippage”-a
izmedu repetitivnih sekvenci (Ripley, 1990; Streisinger et al., 1966). Druga
mogucénost je intermolekularna rekombinacija izmedu repetitivnih sekvenci sa
razli¢itih DNK molekula (Lovett et al., 1993; Singer and Westlye, 1988). Prema
tre¢em modelu, prekidi na DNK lancu mogu predstavljati interaktivne krajeve
izmedu kojih se mogu formirati delecije (Conley et al., 1986; Ehrlich, 1989).
Kljuéni dogadaj u svakom mehanizmu nastajanja delecija je kontakt izmedu
direktnih ponovaka i efikasnost tog kontakta. Naravno, formiranje delecija je u

funkeiji rastojanja izmedu ponovaka kao i duZine tih ponovaka, tako da sa
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povecanjem rastojanja izmedu njih opada efikasnost nastajanja delecija. Prema
Chedin-u (Chedin et al., 1994), za ostvarivanje kontakta izmedu ponovaka veoma
je vazna 1 sama karakteristika sekvence, tj. njena fleksibilnost ili sklonost ka
formiranju sekundarnih struktura. Mnoge delecije se samo delimi¢no mogu
objasniti napred navedenim mehanizmima svrstanim globalno u tri grupe. Jedna
od najslozenijih kategorija delecija za analizu molekularnih mehanizama njihovog
nastanka su velike delecije.

Poznato je da RecA protein promovise transfer i1 sinapsu udaljenih
homologih regiona u in vifro sistemima i da je neophodan in vivo u procesu
konjugacije. Kako se odigrava rekombinacija izmedu udaljenih ponovaka bez
RecA proteina? Na slici 59 Sematski je prikazano nekoliko razli¢itih modela
nastajanja delecija (Lovett et al.,, 1994). Ovi modeli odnose se na delecije
promovisane repetitivnim sekvencama koje nastaju recA nezavisnim
mehanizmima.

Delecije koje smo mi izolovali, analizirali i sekvencirali pripadaju tipu
ektopi¢nih genomskuh rearanzmana jer su promovisane rekombinacijom izmedu
veoma udaljenih (dispergovanih) sekvenci IS5, $to ima za posledicu deleciju od
35 kb. Dakle, imamo dugacke homologe sekvence (direktne ponovke) na vrlo
velikoj distanci, koje se rekombinuju na recA-nezavisan nalin i imaju vrlo
karakteristi¢no zakrivljenu strukturu na jednom terminusu koji nosi mesto za
vezivanje IHF proteina. Mesto prolaska rekombinacije je upravo ta zakrivljena
sekvenca. Kakav bi mogao biti model nastajanja ovih delecija?

Dva pomenuta autora, Chedin i Lovett, koji su dali dve novije studije
(Chedin et al., 1994; Lovett et al., 1994) o odnosu: frekvenca nastajanja delecija /
duzina rekombinovanih sekvenci / udaljenost izmedu rekombinovanih sekvenci,
uoCili  su jedan interesantan fenomen. Frekvenca rekombinacije opada
eksponencijalno sa povecanjem distance izmedu ponovaka jer se smanjuje $ansa
za kontakt izmedu njih, ali se taj pad odvija u dve faze: rekombinacija naglo
opada pri manjim distancama, dok je na ve¢im distancama taj pad mnogo blazi. U
radu Chedin-a distanca od 400 bp je kritiéna. Prema ovome autor smatra da se

rekombinacija odvija na dva razli¢ita na¢ina u zavisnosti od distance, odnosno, da
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mozda postoje dva razli¢ita puta za dovodenje direktnih ponovaka u kontakt bez
ucesca RecA proteina. Po njemu, za delecije do 400 bp mogao bi biti prihvatljiv
model “slippage™-a, dok za vece distance ostavlja otvoreno pitanje.

Prema Chedinu, u intramolekularnoj rekombinaciji u recA- nezavisnim
dogadajima, fleksibilnost DNK dupleksa i njegova zakrivljenost imali bi veliki
znacaj u odredivanju kontakta izmedu ponovaka. Prema Lovett-u, prednost u
nastajanju recA-nezavisnih delecija ima model izmene izmedu sestrinskih
hromatida pri replikaciji jer on istovremeno daje moguénost i za intramolekularnu
rekombinaciju poSto veé¢ sadrzi jednolan¢ane regione DNK. Po njemu, delecije
mogu nastati kada se ponovci nalaze na jednolanéanim regionima pri reparaciji ili
u replikativnoj viljuSci. Jednolancani regioni mogu favorizovati interakciju
izmedu ponovaka i rekombinaciju, pri ¢emu distribucija jednolandanih delova

DNK moze biti veoma kompleksna u smislu ulestalosti duzih ili kraéih
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jednolancanih regiona. Za nastanak kra¢ih delecija oba autora predlazu “slippage”
model. Ovaj model mi smo demonstrirali u naSem ranijem radu (Jankovié et al.,
1990), pokazavsi da sve pol4/ indukovane male delecije nastaju po ovom modelu.

U jednom jedinom radu koji postoji u literaturi o rekombinaciji izmedu
IS5 elemenata (sistem na plazmidu), pokazano je da za rekombinaciju nije
potrebna nijedna IS5-kodirana funkcija i da se rekombinacija sa istom frekvencom
desava u Rec” i Rec™ ¢elijama (Timmons and Deonier, 1986). Uzimaju¢i i to u
obzir, smatramo da u rekombinaciji izmedu dva IS5 elemanta jedinu kompetenciju
ima levi terminus. On sa svojom specifi¢cnom zakrivljenom strukturom i mestom
za vezivanje IHF proteina verovatno stvara specifian kompleks DNK-IHF
protein koji posreduje u rekombinaciji. Po na¢inu na koji se odigrava ovaj
rekombinacioni dogadaj, ovo bi bila mesto specifi¢na rekombinacija, jer se na
dugaCkom regionu homologije rekombinacija desava na vrlo definisanom
segmentu DNK. Ostaje otvoreno pitanje da li je IS5 kao nosilac homologije u
ovom procesu samo jedan entitet (elemenat) koji na sebi nosi pomenuti segment
odgovoran za rekombinaciju, ili je zahtev za veCom homologijom neophodan
kako bi se ostvario kontakt bez obzira na to §to u samom &inu udestvuje jedan
manji segment, maksimalne duzine 290 bp.

Analizirane delecije u ovom radu su izolovane iz pol4 I mutatorskog soja,
ali su to spontani dogadaji koji se odigravaju i na hromozomu divljeg soja E.coli,
Sto smo mi i potvrdili PCR tehnologijom. Evidentno je da je frekvenca mutanata
povecana u pol41 i dam sojevima koji akumuliraju jednolanéane prekide u odnosu
na divlji soj. Koji od mehanizama bi bio prihvatljiv da objasni nastanak velikih
delecija koje po svemu sude¢i nastaju mehanizmom “site specific” rekombinacije,
1 kako fiziolosko stanje pol41 éelija u kojima su akumulirani prekidi i praznine
stimuliSe ovu vrstu genomskih rearanZmana? S obzirom na povecano prisustvo
prekida i praznina u pold4! i njihovog produzenog zadrZavanja u celiji, svi
potencijalni dogadaji “slippage”-a kao i formiranja kontakata izmedu
rekombinogenih sekvenci bili bi favorizovani.

Model “proklizavanja” (“slippage”), ¢iju osnovu &ini greska u replikaciji 1

“pogresno” sparivanje repetitivnih sekvenci, nije prihvatljiv za velike delecije,
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odnosno za proklizavanje fragmenta DNK izmedu veoma udaljenih homologih
sekvenci. Ovaj model ne podrazumeva nikakav “cross” izmedu ponovaka.

Jednolancani regioni sa ponoveima mogu favorizovati interakcije izmedu
sestrinskih hromatida u replikativnoj viljuSci. Moguc¢e je da je ponovak
neophodan kao preduslov za formiranje neke rekombinogene strukture koja ée
omoguciti kontakt i rekombinaciju. S obzirom na to da IS5 kao udesnik
rekombinacije ima ve¢ pomenutu specifi¢nu strukturu, moze se pretpostaviti da on
¢ini deo rekombinogenog kompleksa. U poldl i dam mutantima u kojima je
prisustvo jednolancanih prekida povecano i produZeno, Sansa za interakciju
rekombinogenih kompleksa je povecana. S druge strane, teorijski je moguée da
dve IS5 dodu u kontakt i formiranjem petlje (“B Loop-out™).

Da li je deo sekvence IS5 elemanta koji ulestvuje u “site specific”
rekombinaciji dovoljan za ostvarivanje kontakta ili je za to potrebna duZa
homologija koju nosi IS5? Ovo ostaje otvoreno pitanje vezano za rekombinaciju
IS elemenata. Mozda je njihova uloga kao mobilnih elemenata prevashodno
vezana za transpoziciju koja zahteva intaktan IS, dok je uloga IS elemenata kao
pokretnih nosioca homologije sekundarna, pri ¢emu u rekombinaciji ugestvuju
samo odredeni segmenti IS elemenata, ne zahtevajuéi intaktan element.

Zaokruzuju¢i sa velikim delecijama nau originalnu studiju o poldl
mutantima i njihovom mutatorskom efektu praenom na histidinskom operonu
hromozoma E.coli kroz analizu mutacionih dogadaja na nivou nukleotidne
sekvence, pokazali smo da pold! alel kreira isklju¢ivo delecije. Male delecije
(hisA4, hisD, hisC) nastaju “proklizavanjem” izmedu repetitivnih sekvenci prema
modelu Streisinger-a, dok velike delecije (his-gnd) nastaju rekombinacijom
izmedu IS5 elemenata kao repetitivnih sekvenci koje omeduju his operon, po tipu
“site specific” rekombinacije. Prema ovoj studiji, pol4/ kao mutatorski soj koji
akumulira jednolancane prekide i praznine na DNK lancu, promovise delecije

favorizujuéi “slippage” i “site specific” rekombinaciju.
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6. ZAKILJUCCI

Na osnovu rezultata iznetih u ovom radu mogu se doneti sledeci zakljudci:

Velike delecije (his-gnd) nastaju rekombinacijom izmedu dva IS5

elementa koji omeduju histidinski operon hromozoma E. coli.

Ovaj rekombinacioni dogadaj se i pored ekstenzivne homologije odigrava

recA nezavisnim mehanizmom.

Analiza na nivou primarne strukture DNK pokazuje da rekombinacija
uvek prolazi u okviru regiona od 290 bp na levom terminusu IS5, $to

ukazuje da se rekombinacija odvija po tipu “site specific”.

Frekvenca nastajanja velikih delecije je pove¢ana u poldl i dam sojevima
koji akumuliraju jednolan¢ane prekide. U polAI soju rekombinacija je dva

puta povecana u odnosu na divlji soj.

- PolA1 alel ne pokazuje nikakvu specifi¢nost u kreiranju ovih delecija, jer

nukleotidna sekvenca pokazuje da se proces rekombinacije odigrava na isti

nacin u polA4/ i u divljem soju.

Velika je verovatnoca da IHF protein doprinosi promovisanju velikih
delecija, s obzirom na to da se rekombinacija odvija po tipu “site specific”
1 da DNK segment koji uestvuje u rekombinaciji ima mesto za vezivanje

ovog proteina.
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8. PRILOZI

PRILOG 1
(Kroger and Hobom, 1982)

a A-38143___ 38154
wildtype A-cl ONA 5 .. .CATTGGGTACTGTGGG T TAGTGGTTGTAAARACACETS. . . 3"
, 3. .6TAACCCATGACACCCALATQRCCAACATTTTTGTEGAC., .5
2
... MetProTyrGlnProAsnLeuProGlnLeufheValbln. ..
A-KH100 QKA -
5”....CATTGEGTACTETGGGTT TAGGGAAGETGCBANTARGCGEGAMA. ... ... TCAGRGACTTTTCGCACCTTCC T TAGTGGTTETARAAACACSTG. . .3
3...GTAACCCATGA TGECTTCCACGCTTATICECCCCTT . e, AGTCCCTGACARGCGTGOATCBA TCRCCAACATTTTTGTGGAC. . .57
TERPPOSarThrArgVaILysAr‘gLeuProGlrﬂ.etheValGln. A
X-cl ONA ~ 155- OHA, left end right end, 1S5:-0NA~ A-cl DNA
b Hint| Ddel s s Hintl 400
BB Co A A SO A AT TC T T GG TR CAGTCATTTEATTTCTTCAT ST GAGCCEATTTTT TG TECCOAM TG TTRATCARCS TATI TRGIGEGTTTCTT
CCTTCCACECTTATICECCCC T T TAAGAAGAGLCBAC T6A5 TEAGTAAAGTARAGAAGTACAAAG TC5G0 TAAAAMAGAGGGCATTTACGBAAC TTAGTCGGATAAATCTGGCAAAGAA
Haelll
S
ts; Bgl 11 ause 2'03

OB TTTAAGGLG TTATCEECABTTTTTAGT6ABATCTCTCCCACTBACG TATCATT TR TCOBCCCOARACAGE T AGCTGAATAACATCCCAGT TRSTTATCGTTTITCAS
BCBATAATTCCECAATAGGES TCAAAAATCAC TCTAGH BAGBGTGACTCCATAGTAAACCA TTTGTCCAACCBGTCACACTTATTGTAGCGGTCAACCAATAGCARARAGTC

TCRHisSerArgGluTrpGlnirg! leHetGlnAspAlaArgPheLeuAsnAlaLeuThrPheLw)‘latAlaLeuGlnAsnAspAsniysLeu‘

. Saugs
HEI A aelll] Hpall Tagq! Hael (1

300 1
CAACCCCTTGTATC TG TTTCACGAMGCCAACTGICEL HTEATGATGGAANTGRGTGEToCACORT GOATGLTGRCTTTCATATATILGATGTTGATGAECSTTTTGTTCTT
6TT6G5GAACATAGACCBARAG TECTTCGBC T TGACAGCGAAGTACTACEC TTTACCHRCCAGGTGA0A TACGACCRAMGTACATAAGITACAACT CAAGAA

‘LwﬁlyLysTyrArgAlaLysValPheGlyPheElnArgLysI lel IJrgPheProHisGluValArgAlaArgI leSerAlalysMetTyrGlul leAsnl leAlaThrLysLsri.ys‘

pSS Hpall H‘E)(;Is:uaA Ha-el!l Alul Hhal Haell Hpal) Ddel
BC6TGOATGL TGTT TCAAGGTTCTTACCTT A 6566C6aF COSRATCARCCASTECACATOCACGTC TCCTCGCE T6TRGL600CC TTG6 AGLGRCATE6TBAGA
COCACCTACGACAMAGTTCOM GAATGGAA GCBAGCCEUTAGTCGGTCABS T6TABSTGEABCOG TCRABGA GUBGGBAACCATCBE0EGTAGCCBACTE TG

‘ArngHisGInLysLauThrArgVa LLysGlyProArgGluAlal 1eLeuTrpAspValAspValGluAlaLauGluGluArgGlnProAlaGlyGlnTyrElyAlaAspAleerVal‘
Saci

500 Pvull Haelll | BstElf Haelll Taql Sau®6 Haelll

iunscmcfcxwrmécwmcm‘gggrmnc@asmrggéemstc TOTGACCAGG TGT66TCAGGCACTE TTGECATEGACACCAATGTERAECTTCAT

TTTAACBAGBABAGS TACGTCTC TAATGOS TCRACTAAC TCCAGTACGAGCAACSE CTGRTCCGACACCCAGTCCRTBAGAACCTAGTH G TRSTTACACCIRAAGTA

‘PMGInGluEIuGlyHisLeuLwAsnGlyLeuEInAsnLéu&spm sGIuAsnAlaAlaTPwT,hrValLeuSar}H'sThrLsuGIySarLysAlaAspVa1Glyl leH'i;AllLysMet‘
(fMet..) DflatLeuVaIGlylrgGlyGlyAspGlnAlaValGIy‘SlnAlaThrLeuGly[leAspThrAanalEly'LeuﬂisD

Taq!
Avalll Hpall Sau3a Taql Alul Dy Hint|

600 , ‘ 700
CCCAAGTEEEACTBATTGOC TTTC TTEGTC TGATGCATC P OBATCGEB TG TGCTCHTTGTTC T ToR ok mcéTeccTCAAT&ATGGTG&A%ACCMGG{ TTGAGT

CGRTTTCACGETGACTAACGGAAAGAACCAGAC TACGTAGAGGTL TAG GCAACGACGAGAAACAA GAACEA CCCACGGAGT TACTACCACCGTAGTBGTTCCACGGAACTC,

gG1yPheH1sTrpE!nAsnGlyLysLysThrGIrﬂ‘HsHetGIuPr‘cAspArgGlnGlnGIuLysAsnLysThrSerSerPrcAlaGIUI lelleThrAlakspValleuThrGlyGlnThy
AlalysValPraleulleAlaPheLes6]yLeulethisLeukrgl leAlaleuleuleuPheValleuGlyArgAlalyCysLeuksnAspGlyGlyl leAspGlnGlyAlaLeuSe

Haelil Sau96 Haelll Sau96 Hpall Haell

800
p_nmsmécmcncceﬁummncnscrmwmm&a: CAGTTGATGLTC CCAGCAGGTRLEGAATTEATGATGS TG TGLGRTCDGACAAGSE
GTAGTACTBCG6ACEA GULGTC B TCRCTAACTACCAGAAC TTGTTAACCCCCTR TCAAC TACGACGAGRTCATCCACCGCL TT TAAGTACTACCACCACGCCARBTEG T

MetéetValGlyAlaGluklaLeuTrpArgAsnl leThrlysPheleuGlnArgAlaleuGlnHis61nGluleul sutd sArgPheAsnbet| leThrThrArgAspProleuklaSer
HisHisdspAlaCysPheGlyGlnProAlal leAspGlyleuGluGlnLeuAlaGlyGlnLauMe tLeul euGLnGinYalAlaGlul leHisAspGlyGlyAlaValArgGlnGlyAla

Hpalt

pa 300 Ddel Sphi
ATCCAGGGATAACE GO GCAMACAGACGCAT GGAGGLATTTCGTACAGAGCATC TTCCATCCaUCATCR T CAGG TTGTACCAATEC TGRAT AGTGAATGCETAGCATBGTTTCCAG
TAGGTCCCTATTGGOECGTTTGTCTGATACCTCCEL TARAGCATGTCTC A TAGAAGG TAGCGLG TAGCGAG T CAACATGE TTACGACE TACGTCAC T TACGCATCGTACCAMGSTC

3AspLeuSerLauArgAIaPheLsuAquetSerAIal laG]uTereuAIaAspGluMetAlaGlyAspSerLeuAsnTerrpHisGlnHetCysHisl 1aArgLe1MetThrGIuLw‘
11e61nGlyTER

Taql
Hpall Haelll 29 Hinf1

: : 00| fose .
COBATAKGGTEOCLBELCAT TACCAGCCTTGEGGTARAACEGE GATGACTTCCACCATGTTTTGCCATGOCAGATCTCTCCATRCGRGACAAGAMATCCTTTTCTB6TCTBACG
GCCTATTCCAGC GGG TAAT GaTCGGAACCCCAT TTTGCCCAGY ACTGAAGG GG TACKARACGATACCS TCTTABACGAGGTACGCCCTGTIC TTTTAGAGAAAGACCAGACTGE

‘Pm?erroArgArgGlyAsnGlyA lalysProTyrPheProGlulleYalGluVa IHethsnGlnTrpProLeul leGlnGluMe tArgSerLeuPhe | IoGld.ysArgThrGInArg‘

Haell EcoRI Ddel

1100 Hint | p5l Sau3A “|95
éc@mreér ATTCAC T TCGRCGANBGTAAGTTOAT AL TCATGATGAACCG TG TCTATOGCTCEAGRTGACAARLA mmiummu&nanmécmqla]g
F) [

AT GACGAC T A TGACAGCCGL TTCCATTCAC TAC TGARTACTACTT GGRACAAGATACCBAGGTCE ACTGT T TAC TAGAG TAAGICCC TRRACAAGLS TGOARGE
‘AquysSrrSarPheGluSerAspAhPhnThrLeuGlnH isSerlletf ‘
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HisC

3174

PRILOG 2
(Jankovi¢ et al., 1990)

5 CAGGCATCW&GCGGAATATCCGQéC&TGGCT 3
5 GTCCOTAGLOACCGACCGACCOA( CGCCTTATAGGCQ!E%ACCGA S’

(-—-- REPLICATION

5" CAGGCATCGCIG----> SYNTHESES OF THE LAGGING STRAND

5 GTCCOTAGLGACCOACCOGACCGACCOCCTTA S

5" CAGGCATCOLIGGCTG ----»

3 GTCCGTAGLGACCGACCGACCGCCTTA S
[coad

5 CAGGCATCOLTOOCTGGROTGOCGGAATAT CCGE&STGGCT 3
3 GTCCOTAGLOACCGACCOACCGCCTTATA GGCGIGGACCOA S

HIsA

3553

5" CAGGTTGGLGGCGGLGTGCGTACGGAAGAAGAT GTGGCGGEGTT 3
st R TR TS

3" GTCCAACLGCCGCCGCACGCATGCC TTC TTC TAg ACCGCCGCAA S

«----REPLICATION

5" CAGGTTGGLGGLGGCGT ~->SYNTHESES OF THE LAGGING STRAND

3 GTCCAACCGCCGCCG(‘ACGCATGCCTTCTYCTAFACCGCCGC A5

3 GTCCAAGCACCGCCGCA S
AR
P

76 N

G(_ T\

// ‘[ i

€ €N\

[__CGCACGCATGCCTT )

5" CAGGTTGGLGGCGGCGT 3
[ o |

5" CAGGTTG:GIGGCGGEGTT 3
3 GTGGAACCACCGCCGLAA 5

L {]
HisD
2911
5" ACACTGGLCGLCHCCEAGCGCCTGACCGECCAC AAA 3

=03

¢~--- REPLICATION

5" ACACTGGLEGEE --=-> SYNTHESES OF THE LAGGING STRAND

ST TOTGACCGLEOGCGGCTCGCGGACTGOCGLGTGTTT S
s |

5" ACACTGGLCGLC -~->

3 TGTGACCGGECGOGGTOTTT 5
p /G l\\ LTy
4'(‘1

6 e\
S
il & S
L GCGGETCOLE |

S ACACTGG CLGCCCACAAA 3

3" TGTGACC GGCOGGTGTTT 5
Bl
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PRILOG 3

(Berlyn et al., 1996)
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PRILOG 4

(Sambrook et al., 1996)
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Ndsl, HgiEll 185

Eco0109 2674

2622 Astil

2298 Xmnl
2180 Scal

2070 Pvul
2060 Avall~

pUC18 /pUC19
(2.69 kb)
1922 Msti

1838 Avall
1820 Bgll

HgiEll 1387

Polycioning Shes
pucis
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
The  Met e T‘nrAsnSuSerSeraJonGlyAspProLnuGﬁuSerThrCysNg
ATG ACC ATG ATT ACG AAT TCG AGC TCG GTA CCC GGG GAT CCT CTA GAG TCG ACC TGC AGG
et =]

[t
EcoRl Saci Kpnl Smal BamHil Xbal Safn Pstt
Xmai Accl
Hincll
puUCTY
Tl 2l RARERAR 2B S I S I e 12 13 14 15

ThruelEeThrProSerLauHrsMCnArgSerTNLeuGluAspProArngJ

PRILOG 5
(Sambrook et al., 1996)

AfMIl 806

14 15 16 17 18 7 8
His  Ala Ser Leu Ala Leu Al
CAT GCA AGC TTG GCA CTG GCC

Sphl Hindtll

%

16 17 18 s 6 vf B
Pro  Ser Ser Asn Ser Leu Al

ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA CTG GCC
i | L I

I J
S| S ] | |
Hindlll Sphl Pstl San Xbal BamHl  Smal  Kpnl
Accl Xmal
Hincll

In pUCT8, the EcoRl site lies immediataly downstream from Ptac.
In pUCI8, the Hindlll site ligs immediately downstrsam from Plac.

Sacl EcoRl
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PRILOG 6
(Sambrook et al., 1996)

6529 Finl 6882 Clal
6508 Mstll Gsul 6899
6493 Gsul Byl 6500
[ 7000 Xmnl 357
6468 HgiEll \
6431 Bgll

6425 Fspl

B0 Pl

6293 Gaill—_

Polycloning site —
6038 Gdill

6001 Ahall, Narl—
5914 Avall

5825 Aval\\\
5716 Dralll
5643 Banli

5613 Nael, Cfrl N ori
' = .
&) svana Bacteriophage

M13mp18 / M13mp19
(7.25 kb)

SnaBl 1268

(+) strand

Bsml 1746

2000

5090 Firtl—_
5080 Ball—
5000

Clai 2527

Xmnl 2648
Eco4T7ill 2710

4743 Apall

4000 Ecod7lll 3039

Polycloning Sites
H13mpi8

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 7 8

Thr Met e Tnhe Asn Ser Ser Ser Val Pro Gly Asp Pro Leu Glu Ser Thr Cys Arg His Ala Ser Leu Ala Leu Ala

ATG ACC ATG ATT ACG AAT TCG AGC TCG GTA CCC GGG GAT CCT CTA GAG TCG ACC TGC AGG CAT GCA AGC TTG GCA CTG GCC
L | L i L | L 1 L d|

L J L J L J
EcoRl Sacl Kpnl Srmal BamHI Xbal Safl Psti Sphl Hindlit
# Xmal * Accl
Hincll
M13mp18
1 2 3 4 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 i3 14 15 16 17 18 5 8 7 8

Tht Met fle  Tht Pro Ser Leu His Ala Cys Arg Ser Thr Leu Glu Asp Pro Arg Val Pro Ser 8Ser Asn Ser Leu Aa
ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGBG GTA CCG AGC TCG AAT TCA CTG GCC

e e o L J L J l J { S J
L j L J L J {1 J
Hingllt Sphl Pstl Sail Xbai BamHl  Smal  Kpnl Sacl EcoRI
Accl Xmal
Hincll

in M13mp18, the EcoRl sile lies immediately downstream from Pjgc.
in M13mp19, the Hindlll site lies immediately downstream from Pac.



PRILOG 7
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Amplification of target sequence

Original farget
double-stranded DNA -

bl R
— — Separate siron‘ds
and anneal primers

& 3
(b} Primer 2~ __ == Primer 1

x4 5

()

I Extend primers

5 3

(C) ALNNANNNNANNNANZEEES
Complementary T
to primer 2

Complementary
to primer 1

3 &

Separate strands
and anneal primers
3 A ASAAANAANNAEE 5
B4
d) - New primers —__
==
5’ B NANANANANANAAANAANAA 3’

J Extend primers

EERNANNAANANANNNANAAS
\ Unit-length
\ / strands
NANANANANANAAN T

Separale strands
and anneal primers

5 = NNAANAANAANANAS 3
ComPlementary Y’ Complementary
to primer 2 3 C‘\;WVW\W 5 foprimer 1
=

Extend primers

3 sAanAsAAA~AA 5
(9) 5 EEENANAANANANAAAANAN, 3

Desired fragments
(variable-length strands not shown)

And so on

Cycle 1

Cycle 2

Cycle 3

Cycle 4

Cycle 5

—

PRILOG 8
(Watson et al., 1992)

Primer

Separate strands
Anneal primers

—f e - — i

;\ ‘
3 Primer 5

(b)

l i Taq polymerase
extends primers

c)

I‘ | | Separate strands
Anneal primers

Extend new chain

LR iy
l’ Separate strands
I Anneal primers

{f)
Extend new chain
lg)
(h)

(i)

(i)
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Svaki se uspijeh, u stvari, sastoji od samih savladanih te§ko¢a.

Covjek moze podnijeti nevjerovatno i nemoguce, napori duha mogu biti
neofekivano veliki i daleko iznad snage. Covjek moze da udivljen stane nad
veli¢inom svog djela i odricanja; mnogo moZze duh, ali ne bez posljedica.

Ne podlegne, ali napukne nevidljivo i izgubi dragocijenu sadrZzinu, ostane suha i
prazna posuda, i ¢ovjek se moze ponositi da je podnio sve, ali sre€e nema, jer je
izgubio sposobnost da se svom uspjehu raduje.

U no¢i i tiSini izlazim lako iz sebe, dobro zagledam u dogadaje i njino naligje.
Sama €injenica: da Zivim, daruje me mirnom rado3¢u.

Osjecam veliku ljubav za ljude, za njina dijela, za srecu i nesreéu, za grijeh i
strast i sav jad Sto iz njih izlazi, za borbe i posrtanja, za zablude i patnje i Zrtve,
za sve §to je Covjekovo na ovoj planeti.

Osje¢am Casovitu, ali neizmjernu srecu da j ja pijem kap iz nepresusnog izvora
radosti ljudske, da i ja nacas ponesem dijelak velikog krsta §to ga nosi

Covjecanstvo.

I Sto pogledam sve je pjesma i ¢ega god se taknem sve je bol.

(Ex ponto, I.Andri¢)



ZAHVALJUJEM
svim mojim dragim prijateljima i kolegama
iz Kordobe, Beograda i Leskovca

koji su mi pomogli u ovom radu.

VIRIBUS UNITIS

UBI AMICI, IBIDEM OPES. (Plaut)
Gde su prijatelji, tamo je i bogatstvo.









